Transplante de células-tronco derivadas do tecido adiposo em ratos submetidos à lesão medular compressiva, com e sem tratamento com corticoide by Villanova Junior, José Ademar
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 
SETOR DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 










TRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO EM 
RATOS SUBMETIDOS À LESÃO MEDULAR COMPRESSIVA, COM E SEM 














UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 
SETOR DE CIÊNCIAS AGRÁRIAS 










TRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO EM 
RATOS SUBMETIDOS À LESÃO MEDULAR COMPRESSIVA, COM E SEM 
TRATAMENTO COM CORTICOIDE 
 
Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação 
em Ciênc ias Veter inár ias, do Setor de Ciênc ias 
Agrár ias,  da Univers idade Federal do Paraná,  
como requis i to parc ia l para a obtenção do t í tu lo 
de Doutor em Ciênc ias Veter inár ias .  
Or ientadora:  Professora Dr ª.  Rosangela Locate l l i  
Di t tr ich.  




































À minha mãezinha Clotilde e ao meu tio Gerson, que tão 
precocemente partiram para outro plano, dedico também à minha 
esposa Rebeca, meu pai José, minha tia Ana e ao meu irmão Jomar. 







Agradeço a Deus por ter me dado entre muitas bençãos, pais 
amorosos, um irmão digno de apreço, familiares queridos, uma esposa 
maravilhosa, saúde, boa formação educacional, princípios cristãos e a graça 
de ser médico veterinário, cirurgião e docente. 
À minha mãezinha Clotilde Wisneski Lopes Villanova, que partiu tão 
cedo, por ter me dado educação, valores morais, exemplo de bondade, 
tolerância, amizade e o entendimento de quão importante é construir e 
manter uma família unida. Sei que tudo que ela fez visava a prática do bem, 
suas ações foram fundamentadas no amor incondicional, acredito sem 
hesitação que haverá o nosso reencontro e este dia será o grande dia.  
Ao meu pai José Ademar Villanova, por ter sido um pai amoroso, 
justo, trabalhador, honesto, verdadeiramente patriota e muito preocupado 
com minha formação pessoal e profissional. Sei que nunca mediu esforços 
para me educar e me ver feliz. 
À minha Tia Ana Cristina Sekulic, por ter sido amorosa, dando-me 
amor materno. Reconheço e agradeço sobremaneira todos os cuidados a 
mim dispensados, em todos os meus sucessos há a sua parcela de 
contribuição. 
Ao meu Tio Gerson Luiz Sekulic que tão precocemente partiu 
fisicamente, está guardado em minhas lembranças e no meu coração. 
Sempre o tive como um pai, admirei-o por sua inteligência, educação, 
ponderação, resignação e refinamento. Agradeço o exemplo, o amor e a 
influência em muitas das minhas preferências. 
Ao meu irmão Jomar Villanova. Graças a ele percebo o quão bom e 
importante é ter um irmão. Sempre foi amigo, exemplo de homem e de fé 
cristã. Ele é indubitavelmente o maior presente que nossos pais poderiam 




À minha amada esposa Rebeca Bacchi Villanova, companheira, 
conselheira e que faz a minha vida ter mais sentido e ser mais feliz.  
Aos meus familiares que muito me amam, que tanto me fizeram e me 
fazem feliz. Para os que partiram fica a certeza do reencontro com risos, 
beijos e abraços. 
À minha sogra Clarita de Jesus Bacchi e ao seu esposo Lino Tasso 
Ravaglio Junior, pelo carinho, amizade e estímulo em importantes etapas de 
minha vida. 
À minha afilhadinha Heloísa Ravaglio por sua pureza, carinho e 
alegria. 
À minha orientadora Profª Drª Rosangela Locatelli Dittrich, pela 
orientação, pela amizade, por estar sempre disposta a ajudar, ouvir e 
ensinar, pessoa-árvore que, frondosa, abriga ética e comprometimento, com 
competência, se envolve em tudo que a vida acadêmica requer de gente 
honrada. Agradeço sobremaneira o seu aceite em me orientar, e sua 
participação na construção desta Tese. 
À minha coorientadora Doutora Carmen Lúcia Kuniyoshi Rebelatto, 
pelo exemplo de dedicação e da incessante busca pela excelência nas 
pesquisas científicas. 
Ao Prof. Dr. Antonio Felipe Paulino de Figueiredo Wouk, por tanto ter 
me influenciado em minha vida profissional. Exemplo de homem, cirurgião e 
professor. 
Ao Prof. Dr. Paulo Roberto Slud Brofman agradeço a excelente 
acolhida no laboratório que coordena e o exemplo de dedicação e 
persistência. Agradeço também pelo encorajamento no estudo de células -
tronco. 
Às pesquisadoras Letícia Fracaro, Alexandra Justino da Silva e 
Fabiana Barchiki e ao pesquisador Luiz Guilherme Capriglione pelos 
momentos de dedicação e companheirismo. Sem eles a realização desta 




Ao Prof. Dr. Sérgio Adriane Bezerra de Moura pela interpretação das 
lâminas de histopatologia. 
À Ana Paula Ressetti Abud e Alejandro Correa pela transdução das 
células-tronco. 
À Ana Paula Camargo Martins do Laboratório de Patologia 
Experimental da PUCPR, coordenado pela Profª Drª Lúcia Noronha, pela 
feitura das lâminas de histopatologia. 
À minha madrinha Profª Drª Antonia Maria Binder do Prado, pelos 
ensinamentos científicos, conselhos cristãos e carinho dispensado. Ensinou-
me que os fatos não podem ser apenas vistos pelos olhos e interpretados 
pelo cérebro, eles precisam ser analisados pelo coração.  
Ao Prof. Dr. Metry Bacila, de quem me orgulho de fazer parte do seu 
legado. Sinto muito pela precoce partida física, pois há pessoas como ele, 
que deviam ser eternas. Meu mais profundo agradecimento pela paciência e 
exemplo de pesquisador de notório saber. Agradeço a acolhida desde a 
iniciação científica. 
À Profª Drª Maria Aparecida de Alcântara, pelos ensinamentos, pela 
influência na afeição à Neurologia Veterinária e pelo despertar de uma fé 
reveladora. 
À Profª Drª Irvênia Santis Prada, pelo exemplo de dedicação aos 
estudos, à pesquisa, à afeição contagiadora pela Neurologia e pelo amor 
aos animais. 
À Profª Drª Rosana Keller Richter pelos ensinamentos em Cirurgia 
Veterinária e por acreditar no meu potencial . Agradeço os estímulos, 
conselhos e provas constantes de sincera amizade. 
O meu mais profundo agradecimento à Diretora do Curso de 
Medicina Veterinária da PUCPR, Profª Drª Cláudia Turra Pimpão, pelas 
análises estatísticas, apoio, estímulo e exemplo de retidão e dedicação a 
tudo que se compromete fazer. 
Um agradecimento especial ao Prof. Rodrigo Távora Mira, a quem 




consigo as palavras certas aos mais variados momentos. Agradeço os 
conselhos, o exemplo e as oportunidades. 
À Profª Drª Juliany Gomes Quitzan pela amizade e por ter 
participado tão ativamente da rotina cirúrgica da Unidade Hospitalar para 
Animais de Companhia da PUCPR durante o período que precisei me 
ausentar para a realização dos experimentos desta tese. 
Aos Docentes e Residentes da Unidade Hospitalar para Animais de 
Companhia da PUCPR, pela amizade, construção conjunta de conhecimento 
e busca incessante de primazia em todas as atividades. 
Aos alunos da graduação pelo estímulo constante pela busca do 
saber. Apraz-me poder dividir conhecimentos e experiências acumuladas 
com o tempo. 
Ao Sr. Elias Pires por manter o Biotério sempre agradável e a Srª 
Carmen Lucia Costa por manter o Laboratório de Técnica Operatória em 
condições de uso. Agradeço também o auxílio no experimento. 
À Universidade Federal do Paraná pela acolhida, pelos 
ensinamentos, pela possibilidade de fazer grandes amigos e pelo orgulho de 
ter sido seu aluno de Pós-graduação. 
À Pontifícia Universidade Católica do Paraná, por tudo que fez e faz 
por mim, desde a Graduação até a minha formação pessoal e profissional 
continuada. É com muita honra e alegria que afirmo nela ter graduado e que 
pertenço a seu quadro docente desde 2002. 
À Fundação Araucária – Secretaria da Ciência, Tecnologia e Ensino 
Superior do Governo do Estado do Paraná pelo apoio financeiro.  
Aos animais de companhia, uma das minhas razões de alegria 
cotidiana, e aos animais de laboratório por oportunizar o rápido avanço da 
ciência e por nos fazer entender e admirar o quanto a máquina orgânica é 
































“Embora ninguém possa voltar atrás e fazer um novo 
começo, qualquer um pode começar agora e fazer um 







O trauma constitui uma causa relevante de mortalidade no mundo, atinge 
principalmente a população jovem, economicamente ativa, e leva muitas vezes a 
sequelas incapacitantes. O tratamento convencional após o trauma é a utilização de 
corticoide, que nem sempre apresenta resultado satisfatório. As células-tronco têm 
sido utilizadas em vários ensaios pré-clínicos de lesão medular e são consideradas 
uma alternativa promissora. A interrupção da fase inflamatória e a utilização da 
terapia celular como tratamento conjunto mostram-se como possibilidades de 
aperfeiçoar o tratamento no reparo da lesão, antes das degenerações 
parenquimatosa e neuronal. Uma terapia alternativa é o transplante de células-
tronco derivadas do tecido adiposo no local da lesão, devido ao seu potencial 
imunossupressor e atuação no reparo tecidual. Neste estudo objetivou-se padronizar 
um modelo de lesão medular, que produza paraplegia, com o uso de cateter e 
avaliar histologicamente a efetividade da lesão para estudos com terapia celular. 
Foram realizadas as lesões medulares em ratos Wistar utilizando-se o cateter 
Fogarty n° 3 e compressão na região toracolombar (T8) durante 5 minutos. Foram 
estudados três grupos: grupo A, animais controle sem lesão medular; grupos B e C 
com lesão medular induzida por preenchimento do balão do cateter com 50 µL e 80 
µL respectivamente de solução salina. Conclui-se que o procedimento realizado 
utilizando-se 80 µL de solução salina para preencher o balão do cateter, apesar de 
maior mortalidade, foi mais eficiente, pois apresentou um grupo homogêneo e com 
maior porcentagem de animais com lesão completa (paraplegia). Em seguida, foram 
avaliados os efeitos dos transplantes das células-tronco derivadas do tecido adiposo 
humano (CTDAh) em ratos Wistar com lesão medular compressiva. As CTDAh 
foram cultivadas entre a terceira e quinta passagens. Parte das células foram 
transduzidas utilizando vetores lentivirais da luciferase, para o rastreamento in vivo. 
A lesão medular nos ratos foi realizada após laminectomia em T10 e introdução do 
cateter Fogarty n° 3 no espaço epidural, o cuff localizado em T8 foi preenchido com 
80 µL de solução salina por 5 minutos. Os animais foram aleatoriamente separados 
em três grupos experimentais com 21 ratos em cada grupo. Grupo controle (A): 
animais que receberam aplicações de meio de cultura (50 µL); grupo células-tronco 




corticoide e células-tronco (C): animais tratados com 30mg/kg de succinato sódico 
de metilprednisolona (SSMP) três horas após a lesão e duas aplicações de CTDAh 
sete e 14 dias pós-lesão. As infusões de células ou meio de cultura foram realizadas 
no espaço epidural. A localização e sobrevivência das CTDAh foram avaliadas por 
imagens de bioluminescência in vivo em animais dos grupos B e C. O esvaziamento 
vesical foi efetuado diariamente, em média a cada seis horas, durante três meses. 
As avaliações motoras iniciaram 24h após a lesão medular, sendo repetidas 
diariamente até três meses pós-lesão, utilizando a escala de Basso-Beattie-
Bresneham (BBB). Após este período os animais foram submetidos à eutanásia por 
sobredosagem anestésica, em seguida foram realizadas coletas de bexiga urinária e 
medula espinhal para análises histopatológicas. As análises de bioluminescência 
revelaram a presença das CTDAh no local da lesão. Em relação à incontinência 
urinária e a motricidade, todos os animais do grupo A mantiveram o estado de 
enurese e paraplegia pós-compressão medular, enquanto que parte dos animais dos 
grupos B e C recuperaram a continência urinária e parcialmente a motricidade. Os 
grupos B e C apresentaram diferença estatística na continência urinária e 
motricidade quando comparados ao grupo A. A recuperação da continência urinária 
nos grupos B e C ocorreu, em média, nove dias após o segundo transplante. O início 
da recuperação parcial da motricidade no Grupo B ocorreu, em média, após 11 dias 
do segundo transplante, o melhore escore (mediana de 5,5) da escala motora de 
BBB deste grupo ocorreu, em média, após 21 dias do segundo transplante. No 
grupo C o início da recuperação parcial da motricidade ocorreu, em média, nove dias 
após o segundo transplante, o melhor escore (mediana de 5,0) da escala motora de 
BBB ocorreu, em média, após 17 dias do segundo transplante. As amostras de 
bexiga urinária dos grupos A, B e C mostraram aparência histológica normal. O grau 
de colagenização na parede vesical foi diferente entre os grupos, na região do colo 
vesical (região A) não ocorreu diferença significativa entre os grupos A e B, mas 
ocorreu diferença significativa quando o Grupo C foi comparado aos grupos A e B. 
Na região do corpo da bexiga (região B) não ocorreu diferença significativa entre os 
grupos A e B, e B e C, mas ocorreu, diferença significativa entre os Grupos A e C. 
Em relação à espessura da parede vesical, não houve diferença significativa entre 
os grupos A, B e C. As análises histológicas medulares revelaram menor percentual 
de tecido lesado e maior concentração de neurópilos nas medulas espinhais dos 




significativa entre os grupos A, B e C. Concluiu-se que o uso de CTDAh associado 
ou não ao SSMP contribuiu positivamente para a melhora clínica e preservação de 
tecido nervoso após lesão medular compressiva em ratos Wistar. O esvaziamento 
manual impediu alterações histológicas na bexiga urinária. A associação das células 
ao corticoide, não demonstrou ser um tratamento mais eficiente comparativamente 
ao transplante isolado de CTDAh. 
 
 
Palavras chave: modelo de lesão medular; corticoterapia, terapia celular, imagem 







Trauma is a major cause of mortality worldwide, affecting mainly the young 
population, economically active, and often leads to disabling sequelae. Conventional 
treatment after trauma is the use of corticosteroids, which has not always satisfactory 
results. Stem cells have been used in several pre-clinical trials for spinal cord injury 
and are considered a promising alternative. The interruption of the inflammatory 
phase and the use of cell therapy as a treatment group are shown as possibilities to 
optimize treatment to repair the damage before the parenchymal and neuronal 
degeneration. An alternative therapy is the transplantation of stem cells derived from 
adipose tissue at the injury site due to its immunosuppressive potential and role in 
tissue repair. This study aimed to standardize a model of spinal cord injury, 
producing paraplegia, with the catheter and histologically evaluate the effectiveness 
of the lesion for studies of cell therapy. Spinal cord injury were performed in rats 
using the Fogarty catheter n° 3, and compression in the thoracolumbar region (T8) 
for 5 minutes. We studied three groups: group A, control animals without spinal cord 
injury groups B and C with spinal cord injury induced by balloon catheter filled with 50 
µL and 80 µL of saline respectively. It is concluded that the procedure performed 
using 80 µL of saline solution to fill the balloon catheter, although higher mortality 
was more efficient, because it showed a homogeneous group and greater 
percentage of animals with complete injury (paraplegia). Then, we evaluated the 
effects of transplantation of stem cells derived from human adipose tissue (CTDAh) 
in rats with spinal cord compression. The CTDAh were grown between the third and 
fifth passages. Part of the cells were transduced using lentiviral vectors luciferase for 
in vivo tracking. Spinal cord injury in rats after laminectomy was performed at T10, 
and introduction of a Fogarty catheter n° 3 in the epidural space, the cuff located at 
T8 was filled with 80 µL of saline for 5 minutes. The animals were randomly divided 
into three groups with 21 rats in each group. Control group (A): animals that received 
injections of culture medium (50 µL); stem cell group (B) received two applications 
CTDAh seven and 14 days post-injury; corticosteroid group and stem cells (C): 
animals treated with 30mg/kg of methylprednisolone sodium succinate (SSMP) three 
hours after the injury, and two applications of CTDAh seven and 14 days post-injury. 




location and survival of CTDAh were assessed by in vivo bioluminescence images of 
animals in groups B and C. The bladder emptying was performed daily on average 
every six hours for three months. Performance tests began 24 hours after spinal cord 
injuries, repeated daily until three months post-injury, using the scale of Basso-
Beattie-Bresneham (BBB). After this period the animals were euthanized by 
anesthetic overdose then were collected from the urinary bladder and spinal cord to 
histopathological analysis. The bioluminescence analysis revealed the presence of 
CTDAh at the site of injury. Regarding urinary incontinence and motility, all animals in 
group A remained the state of enuresis and paraplegia after spinal cord compression, 
while the animals in groups B and C recovered urinary continence and partly motor. 
Groups B and C showed no statistical difference in urinary continence and motor 
function when compared to group A. The recovery of urinary continence in groups B 
and C occurred on average nine days after the second transplantation. The start of 
partial recovery of motor function in Group B took place on average after 11 days 
from the transplantation, the better score (median 5,5) of the motor scale BBB of this 
group report was on average 21 days after the second transplantation . In group C 
the beginning of the partial recovery of motor function occurred on average nine days 
after the transplantation, the best score (median 5,0) of the motor scale BBB report 
occurred on average at 17 days after the second transplantation. Urinary bladder 
samples from groups A, B and C showed normal histological appearance. The 
degree of collagen in the bladder wall was different between groups in the region of 
the bladder neck (region A) no significant difference between groups A and B, but 
significant difference when group C was compared to groups A and B. In the region 
of the body from the bladder (region B) there was no significant difference between 
groups A and B, and B and C, but there was a significant difference between Groups 
A and C. Regarding the thickness of the bladder wall, there was no significant 
difference between groups A, B and C. Histological analysis revealed a lower 
percentage of spinal cord injured tissue and greater concentration neuropils in the 
spinal cords of animals in groups B and C. Regarding medullary areas, there was no 
significant difference between groups A, B and C. It was concluded that the use of 
CTDAh with or without the SSMP contributed positively to clinical improvement and 
preservation of nervous tissue after spinal cord compression in rats. The manual 




cells to corticosteroids, it proved to be a more efficient compared to the 
transplantation of isolated CTDAh. 
 
Keywords: spinal cord injury model; corticosteroid therapy, cell therapy, 
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1  INTRODUÇÃO 
 
 
A lesão medular (LM) é a lesão traumática aguda de elementos neurais do 
canal medular (medula e cauda equina), resultando em deficiência motora e/ou 
sensorial, temporária ou permanente (National Spinal Cord Injury Database 2013). A 
LM é uma das mais devastadoras entre as lesões que afetam o ser humano 
(CARVALHO et al., 2007). A lesão de origem traumática é incapacitante e 
representa grande impacto na sociedade e grave problema de saúde pública 
(CAMPOS et al., 2008). A LM acomete mundialmente cerca de 2,5 milhões de 
pessoas (SCHWAB et al., 2006), e a violência está nitidamente ligada a estes dados 
estatísticos, porém a etiologia do trauma medular varia em função da atividade 
desenvolvida (FAULKNER et al., 2010). A maioria das vítimas é jovem, saudável e 
sofrerá incapacidade por longo tempo, pois não existe tratamento efetivo 
(SAKANAKA et al. 2006; FITZMAURICE, 2011). 
A LM ocorre em cerca de 15 a 20% das fraturas da coluna vertebral (RABEH 
e CALIRI, 2010). Na Europa, a incidência anual de novos casos é de 10 a 30 novos 
casos por milhão de habitantes. Nos Estados Unidos, varia de 27 a 83 por milhão, 
dos quais mais de 80% são homens (McDONALD et al., 2003; WYNDAELE e 
WYNDAELE, 2006). No Brasil, a estimativa é de 40 novos casos por milhão de 
habitantes por ano (RABEH e CALIRI, 2010). Estima-se que mais de 130.000 
indivíduos sofram lesão medular a cada ano no mundo (SOBANI et al., 2010). 
A maior incidência de LM está entre os adultos jovens (BERG et al., 2011), e 
a média de idade dos indivíduos é de 37,6 anos, sendo a causa mais frequente o 




acidentes durante a prática de esportes (9%) também estão entre as causas mais 
comuns (HO et al., 2007). A localização anatômica está diretamente relacionada ao 
mecanismo de trauma, sendo a região cervical o segmento mais atingido (DEFINO, 
1999; VIALLE et al., 2007; VASCONCELOS e RIBERTO, 2011). Segundo Vialle et 
al. (2007) e Vasconcelos e Riberto (2011) não há variação sazonal na incidência do 
trauma em coluna vertebral e na maior parte das vezes não há lesão nervosa. Para 
eles quando a LM ocorre, a principal manifestação é a paraplegia. 
Segundo Custódio et al. (2009) a expectativa de vida é semelhante a de um 
indivíduo normal, com taxas de morbidades relacionadas à deficiência cada vez 
mais baixas. Porém, como ainda não há tratamento efetivo para restaurar funções 
perdidas pela medula comprometida, a reabilitação e readaptação com auxílio de 
uma equipe interdisciplinar se tornaram fases obrigatórias do tratamento da LM 
(VASCONCELOS e RIBERTO, 2011). 
Cronicamente, as maiores causas de morbidade e de mortalidade após LM 
são complicações decorrentes da perda direta dos controles esfincterianos (vesical e 
anal), perda de sensibilidade com formação de escaras e processos osteoarticulares 
como escoliose, artropatias e osteoporose (VIALLE et al., 2001; MEYER et al., 
2003). Durante as três primeiras semanas após o trauma, a maioria dos pacientes 
sofre alterações tromboembólicas, não necessariamente sintomáticas, sendo estas a 
maior causa no atraso da reabilitação. Outros fatores importantes são as alterações 
no relacionamento psicossocial, pois depressão, uso de drogas e suicídio são 
elevados em relação a população em geral. Nos pacientes tetraplégicos, somam-se 
ainda as alterações da função pulmonar e perda da termorregulação (POYNTON et 




Embora não se tenha o controle sobre o trauma inicial à medula espinhal, o 
tratamento clínico e/ou cirúrgico pode influenciar a sobrevivência neuronal pela 
interrupção dos eventos subsequentes ao trauma. O tempo para se iniciar o 
tratamento é fundamental na determinação do prognóstico e a presença de 
percepção da dor não garante a recuperação neurológica completa. Não existe cura 
farmacológica para danos à medula espinhal (FITZMAURICE, 2011). 
A progressão dos danos teciduais à medula espinhal está quase concluída 
em 48 horas, preconizando-se que o tratamento, para ser efetivo, deve ser instituído 
dentro desse prazo. Os resultados terapêuticos serão variáveis e a abordagem 
primária visa à contenção de danos (SHARP e WHEELER, 2005; TOOMBS e 
WATERS, 2007).  
Apesar do grande avanço nas pesquisas, poucos instrumentos estão 
disponíveis e acessíveis para a simulação da LM. Essa deficiência na 
disponibilidade de equipamentos e metodologias se deve, principalmente, aos 
custos elevados e dificuldade de adaptação de materiais aos vários tamanhos de 
modelos animais (CUNNINGHAM et al., 2005).  
Segundo Rodrigues et al. (2010) os métodos atuais para avaliação das 
alterações fisiopatológicas da LM em humanos são limitados e as causas das lesões 
são multifatoriais, portanto há necessidade de modelos animais, que diferem das 
lesões ocorridas em humanos, tanto no mecanismo, quanto topografica e 
anatomicamente, e quanto à energia do trauma, mas mesmo assim são fontes ricas 
e importantes de informações. Padronizar um modelo animal de LM é fundamental 
para o desenvolvimento de terapias experimentais (RODRIGUES et al., 2010; 




Várias pesquisas que apresentaram resultados aplicáveis ao ser humano 
foram realizadas em animais em etapa pré-clínica. Pesquisadores admitem que o 
melhor animal experimental é o rato, e que a única forma de comparar resultados é 
a partir de lesões padronizadas e em grande número de espécimes (NOBLE e 
WRATHALL, 1985; FALCONER et al., 1996; CARVALHO et al., 2007). 
Há décadas os corticoides têm sido testados como protetores neuronais no 
trauma. Estudos multicêntricos coordenados pela American Spinal Injury Association 
(ASIA) e National Acute Spinal Cord Injury Studies (NASCIS) revelaram resultados 
promissores com o uso do succinato sódico de metilprednisolona (SSMP). Porém, 
várias críticas às metodologias foram publicadas (BOTELHO et al., 2009; 
FITZMAURICE, 2011). 
A partir do início do século XXI, com o advento de novos conhecimentos 
sobre a plasticidade das células-tronco e com o surgimento de estudos científicos 
que sugeriram a transdiferenciação direta e diferenciação dessas células, estas 
passaram a ter seu emprego considerado na terapia celular (MEIRELLES et al., 
2006). Atualmente, a possibilidade de terapia com células-tronco conquistou 
notoriedade e tornou-se mais uma alternativa (LAI et al., 2008). 
As células-tronco possuem capacidade de autorenovação e podem se 
diferenciar em múltiplas linhagens celulares (KORBLING e ESTROV, 2003; 
PITTENGER e MARTIN, 2004). As células-tronco mesenquimais (CTM) representam 
uma população de células-tronco somáticas que podem ser isoladas, expandidas em 
cultura e caracterizadas in vitro e in vivo (PITTENGER e MARTIN, 2004; 
REBELATTO, et al., 2008). Tem como funções a manutenção e renovação de 




Além do potencial de diferenciação, as CTM secretam fatores bioativos que 
protegem e reparam o tecido danificado (CAPLAN, 2009), e possuem baixa 
imunogenicidade, podendo ser utilizadas de forma alogênica sem provocar rejeição 
(MINGUELL et al., 2000; PITTENGER e MARTIN, 2004). Também podem ter efeito 
imunossupressor no local da lesão, pois reprimem a vigilância imunológica e inibem 
a destruição mediada pelas células T e B no sítio danificado (KOLOSSOV et al., 
2005). 
As CTM podem ser obtidas de diferentes fontes (NÖTH et al., 2002; 
SABATINI et al., 2005; SHI et al., 2005; CRIGLER L et al., 2007), como por exemplo 
o tecido adiposo. As vantagens são a fácil obtenção e a quantidade elevada de 
células (DE UGARTE et al., 2003; MUSINA, et al., 2005). 
Baseando-se na função das CTM de renovação de tecidos adultos, por meio 
da diferenciação celular ou a liberação de fatores bioativos que atuariam de forma 
parácrina, espera-se que as células-tronco derivadas do tecido adiposo humano 
(CTDAh), quando transplantadas em animais com lesão medular, sejam capazes de 
regenerar o tecido, inclusive com recuperação funcional. Apesar das evidências 
científicas favoráveis ao uso de células-tronco em doenças neurológicas, espera-se 
avanços nessa área (PAULA et al., 2005; PEREIRA, 2008). O uso de células-tronco 
humanas em ratos com lesão medular revelou migração de células para o local 
lesionado (PAL et al. 2010) e redução da reação inflamatória (PARK et al. 2010). 
As células transplantadas podem ser rastreadas com auxílio da transdução 
destas com vetores específicos. A utilização da imagem de bioluminescência in vivo 
facilita a análise das células transplantadas em modelos de lesão e possibilita a 
avaliação da efetividade dos tratamentos (LUO et al., 2008; KIM et al., 2012; ROET 




A presente tese foi dividida em dois capítulos com os seguintes títulos: (1) 
Padronização de um modelo experimental de lesão medular; (2) Recuperação 
funcional da micção e da motricidade após transplante de células-tronco 
mesenquimais heterólogas em ratos submetidos à lesão medular compressiva, 
submetidos ou não ao tratamento com corticoide. 
No primeiro capítulo os objetivos foram padronizar um modelo de lesão 
medular compressivo simples, econômico, eficaz, reprodutível e capaz de provocar 
paraplegia sem melhora espontânea e progressiva e avaliar histologicamente a 
efetividade da lesão para estudos com terapia celular e suas possíveis implicações. 
No segundo capítulo os objetivos foram: monitorar in vivo, por meio de imagens de 
bioluminescência, as células transplantadas; avaliar os efeitos dos transplantes das 
CTDAh associadas ou não ao succinato sódico de metilprednisolona (após aplicação 
prévia de succinato sódico de metilprednisolona), em ratos submetidos à lesão 
medular; avaliar a micção e parte motora; avaliar histologicamente as bexigas 
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A lesão medular é incapacitante, irreversível e de custo econômico e social elevado. 
Neste estudo objetivou-se padronizar um modelo de lesão medular, que produza 
paraplegia, com o uso de cateter e avaliar histologicamente a efetividade da lesão. 
Foram realizadas as lesões medulares em ratos Wistar de 20 semanas de idade e 
peso variando de 250-270g, utilizando-se o cateter Fogarty n° 3 e compressão na 
região toracolombar (T8) durante 5 minutos. Foram estudados três grupos: grupo A, 
animais controles sem lesão medular; grupos B e C com lesão medular induzida por 
preenchimento do balão do cateter com 50 µL e 80 µL respectivamente. Foi 
realizada avaliação motora pela aplicação da escala BBB, antes da compressão, 
após recuperação anestésica, 24, 72 e sete dias após a compressão. Após o sétimo 
dia da lesão, os animais foram submetidos à eutanásia, foi feita a retirada da medula 
espinhal, fígado e rins e realizada a análise histológica com a coloração 
hematoxilina-eosina. A mortalidade variou entre os grupos, 0% no grupo A, 38,5% 
no B e 48% no C. Nestes dois últimos grupos a causa da morte foi edema pulmonar 
neurogênico, confirmado clínica e histologicamente. As medulas espinhais 
histologicamente apresentaram diferentes graus de edema, congestão vascular e 
hemorragia, enquanto que os fígados e os rins apresentaram diferentes graus de 
congestão vascular e necrose. Em relação à recuperação dos movimentos, no grupo 
A verificou-se 100% de escore 21, no B 25% de escore 21, 37,5% de escore 11 e 
37,5% de escore 0, enquanto no grupo C verificou-se 100% de escore 0. Conclui-se 
que o procedimento realizado utilizando-se 80 µL de solução salina para preencher o 
balão do cateter, apesar de maior mortalidade, foi mais eficiente, pois apresentou 















Spinal cord injury is disabling, irreversible and with high economic and social cost. 
This study aimed to standardize a model of spinal cord injury to induce paraplegia 
using a catheter and to evaluate the effectiveness of the histological lesion. Cord 
lesions were performed in Wistar rats 20 weeks old and 250-270g, using the Fogarty 
catheter n° 3 and compression in the thoracolumbar region (T8) for 5 minutes. We 
studied three groups: A control group without spinal cord injury, B and C groups 
subjected to spinal cord injury induced by fill the balloon catheter with 50 μL and 80 
μL respectively. Motor evaluation was performed by applying the BBB scale, before 
compression, after recovery from anesthesia, 24 hours, 72 hours and 7 days after 
compression. At the seventh day after injury, the animals were euthanized. The 
spinal cord, liver and kidneys were removed and a histological analysis was 
performed with hematoxylin-eosin staining. Mortality varied among groups, it was 0% 
in group A, 38,5% in group B and 48% in group C. In the latter two groups the cause 
of death was neurogenic pulmonary edema, clinically and histologically confirmed. 
Histologically the spinal cord showed different degrees of edema, hemorrhage and 
vascular congestion, while the liver and kidneys showed different degrees of vascular 
congestion and necrosis. Regarding movement recovery, in group A it was found a 
100% score 21, in group B 25% of score 21, 37,5% score 11 and 37,5% of score 
zero, whereas in group C there was a 100% of score zero. It is concluded that the 
procedure performed using 80 μL of saline to inflate the balloon catheter, although 
the higher percentage of mortality, was more efficient because it induced a 











A lesão medular pode resultar em incapacidade sensitiva e motora 
permanente e seu tratamento ainda permanece um desafio tanto para a medicina 
humana como veterinária (ARIAS et al., 2007), pois além dos neurônios não 
regenerarem (JEFFERY et al., 2001), não há consenso sobre o tratamento ideal 
(OLBY e JEFFERY, 2007), e de acordo com Fitzmaurice (2011), não existe cura 
farmacológica para danos à medula espinhal. 
Os estudos que envolvem modelos experimentais de lesão medular são 
fundamentais para a compreensão dos mecanismos primários e secundários de 
lesão tecidual decorrentes do trauma raquimedular. Dados de estudos experimentais 
mostraram que distúrbios ocorridos em cobaias podem ser extrapolados a seres 
humanos se as suas devidas proporções anatômicas, fisiológicas e metabólicas 
forem respeitadas (MEYER et al., 2003; RODRIGUES et al., 2010). 
Há um século, Allen (1911) foi o primeiro a padronizar lesão experimental pela 
técnica de queda de esfera metálica com peso preestabelecido sobre a medula 
espinhal de cães. Tarlov et al. (1953), introduziram a técnica de compressão 
medular em cães por implantação de um balão inflável no espaço extradural. O 
desenvolvimento de balões infláveis menores tornou possível estudar tais modelos 
em animais de laboratório (RIVILIN e TATOR, 1978). Guner e Young em 1992 
desenvolveram o Impactor NYU, respeitando os preceitos de Allen (MEYER et al., 
2003), porém as variações nos resultados devido a melhora motora espontânea 
parcial (SOUZA et al., 2009) ou total (ŠEDÝ et al., 2009), após alguns dias de lesão 




Os objetivos deste estudo foram padronizar um modelo de lesão medular 
com cateter extradural que produza paraplegia e avaliar histologicamente a 
efetividade da lesão para estudos com terapia celular e suas possíveis implicações. 
 
 
2.3  MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.3.1  Animais 
Foram utilizados 41 ratos Wistar fêmeas adultos jovens, com média de 20 
semanas de idade e peso variando de 250 a 270 g.  
Os experimentos foram realizados seguindo as normas e princípios éticos do 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, tendo sido aprovado pelo Comitê de 
Ética no Uso de Animais – CEUA da Pontifícia Universidade Católica do Paraná 
(Protocolo nº 601 - Anexo A) e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa – 
CONEP (Parecer nº - 67978 – Anexo B). 
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com 2 ou 3 animais em cada 
uma delas com água e ração ad libitum. O biotério dispôs de controle de 
temperatura (22°C ± 2°C), umidade (45% ± 15%), ventilação (exaustores superiores 
e inferiores) e de ciclos luminosos de 12/12h (lâmpada fluorescente). 
 
2.3.2  Indução do trauma medular 
Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (70mg/Kg), 
cloridrato de xilazina (10mg/kg) ambos por via intramuscular e sulfato de atropina 
(0,05mg/kg) pela via intraperitonial. A manutenção anestésica foi realizada com 




pulmonar neurogênico decorrente da lesão, foram feitas duas aplicações de 
furosemida (4mg/kg) pela via subcutânea, sendo uma pré-operatória e outra no 
período pós-operatório imediato. 
Após a tricotomia e antissepsia foi realizada incisão de pele de 5,0 cm na 
linha média dorsal, tendo como referência os processos espinhosos da oitava 
vértebra torácica (T8) a primeira vértebra lombar (L1). O tecido subcutâneo foi 
incisado, seguido do afastamento subperiosteal da musculatura paravertebral, com 
uso de lâmina de bisturi nº 11. 
A décima vértebra torácica (T10) foi identificada por contagem dos arcos 
costais, nela foi realizada laminectomia, e em seguida foi inserido e conduzido 
cranialmente o balão do cateter Fogarty n°3 no espaço epidural até o segmento 
medular T8. 
A compressão medular foi por preenchimento do balão durante 5 minutos. 
Antes e logo após a compressão medular a integridade do cateter foi testada fora do 
animal e em caso de ruptura do balão, nova compressão de 5 minutos era realizada. 
A aproximação da musculatura foi realizada com fio poliglactina 910 4-0, em 
padrão de sutura ancorada de Ford, posteriormente foi realizada a dermorrafia com 
mononáilon 3-0, seguindo o mesmo padrão de sutura. Ao término do procedimento 
cirúrgico e por mais três dias foi administrada enrofloxacina (10 mg/Kg) por via 
intramuscular a cada 24 horas. 
Após a recuperação anestésica foi realizada analgesia com morfina (5mg/Kg) 
por via subcutânea a cada 6 horas, por 3 dias. Diariamente, em intervalos de 6 






2.3.3  Grupos 
Os animais foram identificados e divididos aleatoriamente em três grupos: 
grupo A (controle) - três ratas submetidas à laminectomia em T10, e introdução do 
balão do cateter no canal vertebral até o nível de T8, sem ser preenchido; grupo B: 
13 ratas submetidas à trauma medular com 50 µL de volume de solução salina 
utilizada para preencher o balão e grupo C: 25 ratas submetidas à trauma medular 
com volume de preenchimento de 80 µL. 
 
2.3.4  Avaliação motora pós-lesão 
Os animais foram observados antes da compressão, após recuperação 
anestésica, 24 horas, 72 horas e 7 dias após a compressão, em uma caixa plástica 
sem barreiras para a avaliação da atividade motora voluntária dos membros 
pélvicos, seguindo escala de BBB (BASSO et al., 1995). A escala varia entre 0 e 21 
pontos e reflete as condições locomotoras do animal, em que escore 0 representa 
paralisia total do membro e o escore 21 atividade locomotora normal. 
 
2.3.5  Eutanásia e necropsia dos animais 
No 7º dia pós-trauma, os animais foram submetidos à eutanásia sob 
analgesia preemptiva com citrato de fentanila (0,3mg/Kg) por via intramuscular e 
sedação com diazepan (2,5mg/Kg) por via intraperitonial. Foram anestesiados com 
isofluorano em circuito anestésico com oxigênio 100%, após incisão de pele e 
ressecção do esterno, foi feita a canulação do ápice do ventrículo esquerdo com 




Foi conectado o sistema de infusão à agulha e infundidos por bomba infusora 
150 ml de solução salina isotônica seguida de 350 ml de paraformaldeído a 4%. Em 
seguida foi realizada necropsia e coleta de medula espinhal, pulmões, fígado e rins. 
 
2.3.6 Análises histopatológicas de secções de medula espinhal, 
pulmões, fígado e rins 
Os pulmões, fígados, rins e as regiões de medula espinhal que sofreram 
compressão dos animais dos grupos A, B e C, e dos que foram a óbito durante ou 
após compressão medular, foram fixados em formalina 10% (pH 7,0±0,2) para 
processamento histológico.  
 
2.3.7  Análise estatística 
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA 
seguido pelo pós-teste de Tukey. Todos os cálculos foram realizados utilizando o 




2.4  RESULTADOS 
 
2.4.1  Avaliação motora pós-lesão 
Na avaliação de recuperação dos movimentos verificou-se no grupo A 100% 
de escore 21; no grupo B 25% de escore 21, 37,5% de escore 11 e 37,5% de escore 





Tabela 2.1 - Resultados referentes aos escores obtidos pelos animais, na Escala BBB,  
nos diversos momentos avaliados neste estudo. 
 





























0±0c/a 0±0c/a 0±0c/a 0±0c/a 1,00 
Valor de p 
(entre 
grupos)** 
1,00 0,001 0,001 0,001 0,001  
Os valores estão expressos em média±erro padrão da média; 
* Teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguido pelo pós-teste de Tukey; 
** Teste ANOVA de uma via, seguido pelo pós-teste de Tukey; 
Letras diferentes indicam diferença significativa entre os grupos/momentos (pós-
teste de Tukey, p<0,05). 
 
 
2.4.2 Aspectos macroscópicos e microscópicos da zona de medula 
espinhal lesionada 
Nos grupos B e C a compressão medular causou zona hemorrágica com 






Figura 2.1 - Imagens macroscópicas das medulas espinhais de animais dos Grupos A (a), B 
(b) e C (c). Nota-se medula espinhal íntegra na imagem a, zonas hemorrágicas e de 
achatamento de parênquima medular (setas) nas imagens b e c. 
 
Microscopicamente nestes animais, nas áreas da medula espinhal com 
compressão, verificou-se diminuição do número de neurônios, hemorragia, 
vacuolização e malacia do parênquima medular (Figuras 2.2, 2.3 e 2.4). 
 
 
Figura 2.2 - Corte histológico do epicentro da compressão medular de animal do Grupo A. 






Figura 2.3 – Corte histológico do epicentro da compressão medular de animal do Grupo B. 




Figura 2.4 – Corte histológico do epicentro da compressão medular de animal do Grupo C. 
Nota-se hemorragia (asterisco), necrose e vacuolização (seta), diminuição de neurônios 
motores e ruptura do parênquima medular (estrela). 
 
2.4.3 Mortalidade durante e após compressão medular 
Não ocorreu mortalidade no grupo A, no grupo B foi de 38,45% (sendo 4 
óbitos durante a compressão e 1 após 24h), no grupo C foi de 48% (sendo 9 casos 
durante a compressão, 1 após 24h e 2 após 48h).  
Antes da parada cardíaca ocorreu taquicardia seguida de bradicardia, e 
bradipneia seguida de apneia. Epistaxe e hemoptise foram observadas em todos os 




necropsia e análises histopatológicas, conclui-se que o óbito ocorreu por edema 
pulmonar neurogênico (Figura 2.5). 
 
 
Figura 2.5 - Imagens macroscópicas dos pulmões e corações de ratos dos Grupos A (a), B 
(b) e C (c). Nota-se aspecto hemorrágico progressivo nos pulmões. 
 
2.4.4 Análises histopatológicas dos pulmões, fígado e rins dos animais 
que foram a óbito durante ou após compressão medular. 
Os exames histopatológicos dos pulmões revelaram edema pulmonar de grau 
leve a moderado, acentuada congestão vascular e moderada hemorragia, sem áreas 
de necrose (Figura 2.6). 
 
Figura 2.6 - Corte histológico de pulmão de rato Wistar do Grupo C após compressão de 
medula espinhal. Nota-se edema pulmonar neurogênico (estrelas) e hemorragia (setas 




No fígado observou-se congestão vascular de grau moderado a severo, 
necrose leve e ausência de edema e de hemorragia. Nos rins ocorreu congestão 
vascular e necrose moderada, sem edema e hemorragia. 
 
 
2.5  DISCUSSÃO 
 
Damy et al. (2010) com o objetivo de contribuir à pesquisa em cirurgia 
experimental, apresentaram uma análise dos principais parâmetros exigidos a serem 
observados pelos comitês internacionais e nacionais de ética e bem-estar animal, 
cujo cumprimento é pré-requisito para publicação em periódicos arbitrados de 
circulação internacional. Neste estudo os preceitos de padronização da genética, 
estado sanitário e do ambiente da espécie analisada, a observação de condições 
adequadas no transporte, aclimatação, enriquecimento do ambiente, treinamento de 
técnicos em experimentação animal, gestão de informação, biossegurança, dieta, 
anestesia, cuidados pós-operatórios, analgesia e eutanásia foram seguidos, estas 
etapas fundamentais visaram à obtenção de resultados com alto grau de acuidade, 
alto nível de reprodutibilidade e precisão. 
A avaliação motora utilizada neste estudo mostrou que a laminectomia e 
introdução do cateter vazio no espaço epidural foi incapaz de causar déficit motor, 
pois todos os animais do Grupo A tiveram escore BBB de 21. Nos animais do grupo 
C o déficit motor ocorreu devido ao volume de compressão, uma vez que 100% 
tiveram escore BBB de 0. No grupo B foi observada grande variação de déficit 
motor, creditada à incapacidade da compressão de 50 µL de solução salina utilizada 




decorrente das forças que causam dano mecânico instantaneamente após o evento 
traumático. Šedý et al. (2009) observaram que na compressão de 15 µL há déficit 
motor de escore 9-11 na escala BBB. Com 5 e 10 µL estes autores observaram 
melhora espontânea progressiva e completa da motricidade, escore 21, tornando 
este volume não recomendável para produzir lesão medular. 
No presente estudo não foram verificadas variações motoras e o quadro após 
recuperação anestésica foi mantido até o dia da eutanásia, resultados que diferem 
dos de Souza et al. (2009) que estudaram as consequências da lesão por contusão 
da medula espinhal, associada ao estreitamento do canal vertebral, no 
comportamento motor de ratos, avaliando-se o efeito do tempo para descompressão 
na recuperação neurológica dos animais. Excetuando o grupo controle, perceberam 
melhora parcial espontânea e progressiva em todos os grupos, as análises motoras 
por eles realizadas ocorreram 1, 3 e 7 dias após a compressão. 
A lesão primária nos animais deste estudo foi induzida pela contusão da 
medula espinhal produzida pela ruptura do parênquima medular, lesão vascular e 
hemorragia, quadro observado em todas as análises histológicas dos animais do 
Grupo C. Essas lesões se propagam devido à ativação de eventos bioquímicos, 
levando a necrose e lesão excitotóxica (ARIAS et al., 2007; PARK et al., 2010). Leal 
Filho et al. (2005) observaram hemorragia e discreta descontinuidade unilateral de 
parênquima medular, após compressão de 20 µL, durante um minuto, resultado que 
não foi correlacionado com a análise motora. Estes autores verificaram edema 
pulmonar e congestão renal e hepática, resultados também observados no presente 
estudo. 
A mortalidade observada neste estudo, pelo preenchimento do balão e 




causou aumento de pressão arterial, ativação barorreflexa e redistribuição de 
sangue dos vasos esplâncnicos para o leito vascular pulmonar, desencadeando 
edema pulmonar neurogênico (ŠEDÝ et al. 2009); as porcentagens de mortalidade 
nos grupos B e C foram próximas; tais manifestações clínicas foram também 
observadas por Leal Filho et al. (2005) e Šedý et al. (2009), com cateter mais fino, 
menor preenchimento do balão e menor tempo de compressão. 
As lesões medulares ainda são consideradas intratáveis e incuráveis (ARIAS 
et al., 2007), não há cura farmacológica (FITZMAURICE, 2011), e apesar das 
evidências científicas favoráveis ao uso de células-tronco em doenças neurológicas, 
consideráveis avanços necessitam ser feitos (PAULA et al., 2005; PEREIRA, 2008). 
A validação de modelo experimental de lesão medular reprodutível, de fácil 
feitura e pouco dispendioso como realizado neste estudo, abre perspectivas para a 
realização de mais estudos que envolvam lesão medular e terapia celular. 
 
 
2.6  CONCLUSÃO 
 
O modelo de lesão medular com compressão de 80 µL para preencher o 
balão do cateter Fogarty é válido, pois resultou em paraplegia em todos os animais e 
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3  RECUPERAÇÃO FUNCIONAL DA MICÇÃO E DA MOTRICIDADE APÓS 
TRANSPLANTE DE CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HETERÓLOGAS EM 
RATOS SUBMETIDOS À LESÃO MEDULAR COMPRESSIVA, SUBMETIDOS OU 





As lesões medulares são frequentes em pessoas e em animais, sem cura 
farmacológica para a lesão primária e a corticoterapia é alternativa para contenção 
dos danos secundários. A interrupção da fase inflamatória e a terapia celular como 
tratamento conjuntos são possibilidades de aperfeiçoar o reparo da lesão, antes das 
degenerações parenquimatosa e neuronal. O transplante de células-tronco 
derivadas do tecido adiposo no local da lesão, devido ao seu potencial 
imunossupressor e atuação no reparo tecidual pode ser terapia alternativa. O 
presente estudo objetivou avaliar os efeitos das células-tronco derivadas do tecido 
adiposo humano (CTDAh) associadas ou não a corticoterapia em ratos Wistar com 
lesão medular compressiva. Metodologia: as CTDAh foram cultivadas entre a 
terceira e quinta passagens. Parte das células foram transduzidas utilizando vetores 
lentivirais da luciferase, para o rastreamento in vivo das células transplantadas. A 
lesão medular nos ratos foi realizada após laminectomia em T10 e introdução do 
cateter Fogarty n° 3 no espaço epidural, o cuff localizado em T8 foi preenchido com 
80 µL de solução salina por 5 minutos. Os animais foram aleatoriamente separados 
em três grupos experimentais com 21 animais em cada grupo. Grupo controle (A): 
animais que receberam aplicações de meio de cultura (50 µL); grupo células-tronco 
(B): receberam duas aplicações de CTDAh (1,2 x 106 células) sete e 14 dias pós-
lesão; grupo células-tronco associadas a corticoide (C): animais tratados com 
30mg/kg de succinato sódico de metilprednisolona (SSMP) três horas após a lesão e 
duas aplicações de CTDAh (1,2 x 106 células) sete e 14 dias pós-lesão. As infusões 
de células ou meio de cultura foram realizadas no espaço epidural. A localização e 
sobrevivência das CTDAh foram avaliadas por imagens de bioluminescência in vivo 
em animais dos grupos B e C. O esvaziamento vesical dos ratos foi efetuado 
diariamente, em média a cada seis horas, durante três meses. As avaliações 
motoras iniciaram 24h após a lesão medular, sendo repetidas diariamente até três 
meses pós-lesão, utilizando a escala de Basso-Beattie-Bresneham (BBB). Após este 
período os animais foram submetidos à eutanásia por sobredosagem anestésica, em 
seguida foram realizadas coletas de bexiga urinária e medula espinhal para análises 
histopatológicas. Resultados: as análises de bioluminescência revelaram a presença 
das CTDAh no local da lesão. Em relação à incontinência urinária e a motricidade, 
todos os animais do grupo A mantiveram o estado de incontinência urinária e 
paraplegia, enquanto que no Grupo B 66,6% (n=14) dos animais recuperaram a 
continência urinária e 23,8% (n=5) recuperaram parcialmente a motricidade, no 




recuperaram parcialmente a motricidade. Os grupos B e C apresentaram diferença 
estatística na continência urinária e motricidade quando comparados ao grupo A. A 
recuperação da continência urinária nos grupos B e C ocorreram, em média, nove 
dias após o segundo transplante. O início da recuperação parcial da motricidade no 
Grupo B ocorreu, em média, após 11 dias do segundo transplante, o melhore escore 
(mediana de 5,5) deste grupo ocorreu, em média, após 21 dias do segundo 
transplante. No grupo C o início da recuperação parcial da motricidade ocorreu, em 
média, nove dias após o segundo transplante, o melhor escore (mediana de 5,0) 
ocorreu, em média, após 17 dias do segundo transplante. Verificou-se aparência 
histológica normal nas amostras de bexiga urinária dos grupos A, B e C. O grau de 
colagenização na parede vesical foi diferente entre os grupos, na região do colo 
vesical (região A) não ocorreu diferença significativa entre os grupos A e B, mas 
ocorreu diferença significativa quando o Grupo C foi comparado aos grupos A e B. 
Na região do corpo da bexiga (região B) não ocorreu diferença significativa entre os 
grupos A e B, e B e C, mas ocorreu diferença significativa entre os Grupos A e C. 
Em relação à espessura da parede vesical, não houve diferença significativa entre 
os grupos A, B e C. As análises histológicas medulares revelaram menor percentual 
de tecido lesado e maior concentração de neurópilos nas medulas espinhais dos 
animais dos grupos B e C. Em relação às áreas medulares, não houve diferença 
significativa entre os grupos A, B e C. Conclusão: o uso de CTDAh associado ou não 
ao SSMP contribuiu positivamente para a melhora miccional e motora de ratos wistar 
submetidos à lesão medular compressiva. O esvaziamento por compressão manual 
impediu alterações histológicas na bexiga urinária. A corticoterapia associada ao 
transplante de células, não demonstrou ser um tratamento mais eficiente 
comparativamente ao transplante isolado de CTDAh. 
 
 
Palavras chave: trauma medular, corticoterapia, células-tronco derivadas do tecido 
adiposo, terapia celular, bioluminescência, recuperação miccional, recuperação 




3.1  FUNCTIONAL RECOVERY OF MOTOR FUNCTION AND URINATION AFTER 
TRANSPLANTATION OF HETEROLOGOUS MESENCHYMAL STEM CELLS IN 
RATS SUBJECTED TO SPINAL CORD COMPRESSION, TREATED OR NOT 





The spinal cord lesions are common in people and animals, there is no 
pharmacological cure for the primary lesion and corticosteroid therapy is the 
alternative for to contain secondary lesion. The interruption of the inflammatory 
phase and cell therapy as treatment sets are possibilities to improve the repair of the 
lesion before parenchymal and neuronal degeneration. The transplantation of stem 
cells derived from adipose tissue at the lesion site, because of its potential 
immunosuppression and role in tissue repair can be an alternative therapy. The 
present study aimed to evaluate the effects of stem cells derived from human 
adipose tissue (CTDAh) associate or not with corticosteroid therapy in Wistar rats 
with spinal cord compression. Methodology: the CTDAh were grown between the 
third and fifth passages. Part of the cells were transduced using lentiviral vectors 
luciferase for in vivo tracking of transplanted cells. Spinal cord injury in rats after 
laminectomy was performed at T10, and introduction of a Fogarty catheter n° 3 in the 
epidural space, located on the cuff in T8 was filled with 80 µL of saline for 5 minutes. 
The animals were randomly separated into three groups with 21 animals in each 
group. Control group (A): animals that received applications of culture medium (50 
µL); stem cell group (B) received two applications CTDAh (1,2 x 106 cells) seven and 
14 days post-injury; stem cell group associated with corticosteroids (C): animals 
treated with 30mg/kg of methylprednisolone sodium succinate (SSMP) three hours 
after the injury, and two applications of CTDAh (1,2 x 106 cells) seven and 14 days 
post-injury. The applications of cells or culture medium were performed in the 
epidural space. The location and survival of CTDAh were assessed by in vivo 
bioluminescence images of animals in groups B and C. The voiding of the mice was 
performed daily on average every six hours for three months. Performance tests 
began 24 hours after spinal cord injuries, repeated daily until three months post-
injury, using the scale of Basso-Beattie-Bresneham (BBB). After this period the 
animals were euthanized by anesthetic overdose then samples were taken from the 
urinary bladder and spinal cord for histopathological analysis. Results: The analysis 
of bioluminescence revealed the presence CTDAh at the lesion site. Regarding 
urinary incontinence and motility, all animals in group A remained the state of urinary 
incontinence and paraplegia, while in Group B 66.6% (n = 14) of the animals 
regained urinary continence and 23.8% (n = 5) partially recovered motor function, in 




4) partially recovered motor function. Groups B and C showed no statistical 
difference in urinary continence and motor function when compared to group A. The 
recovery of urinary continence in groups B and C were, on average nine days after 
the second transplantation. The start of partial recovery of motor function in Group B 
took place on average after 11 days from the transplantation, the better score 
(median 5,5) of this group was on average 21 days after the second transplantation. 
In group C the beginning of the partial recovery of motor function occurred on 
average nine days after the transplantation, the best score (median 5,0) occurred on 
average at 17 days after the second transplantation. It was found in normal 
histological appearance of urinary bladder samples from groups A, B and C. The 
degree of collagen in the bladder wall was different between groups in the region of 
the bladder neck (region A) no significant difference between groups A and B, but 
significant difference when group C was compared to groups A and B. In the region 
of the body from the bladder (region B) there was no significant difference between 
groups A and B, and B and C, but significant difference between Groups A and C. 
Regarding the thickness of the bladder wall, there was no significant difference 
between groups A, B and C. Histological analysis revealed a lower percentage of 
spinal cord injured tissue and greater concentration neuropils in the spinal cords of 
animals in groups B and C. Regarding medullary areas, there was no significant 
difference between groups A, B and C. Conclusion: The use of CTDAh with or 
without the SSMP contributed positively to the improved voiding and motor of Wistar 
rats submitted to spinal cord compression. Emptying by manual compression 
prevented histological changes in the urinary bladder. Corticosteroid therapy 
associated with the transplantation of cells, not shown to be a more efficient 
compared to the transplantation of isolated CTDAh. 
 
 
Keywords: spinal trauma, steroid therapy, stem cells derived from adipose tissue, 




3.2  INTRODUÇÃO 
 
A principal causa de consulta neurológica em animais de companhia é o 
traumatismo medular (TOOMBS e WATERS, 2007; GREEN e BOSCO, 2008; 
OSAKO et al., 2008), cuja gravidade depende da velocidade, do grau e da duração 
da lesão compressiva (BRAUND e VITE, 2004; SOUZA et al., 2009). 
Existem diferenças na patogenia entre lesões súbitas e afecções 
compressivas de lenta progressão, que se traduzem em alterações de natureza 
distinta no parênquima medular, implicando diferentes estratégias terapêuticas 
(PELLEGRINO, 2003; PARK et al., 2012). 
A extensão do dano mecânico primário varia amplamente em significado, 
ocorrendo desde a ruptura completa da medula espinhal em fraturas vertebrais 
deslocadas até a lesão mínima em certas herniações discais (TOOMBS e WATERS, 
2007). Os déficits neurológicos em consequência da lesão aguda da medula 
espinhal podem resultar de secção mecânica (lesão primária) das vias neuronais 
imediatamente após o trauma, assim como de lesão tecidual tardia (secundária) que 
ocorre em um perído de minutos a dias após a primária. Essas lesões tardias 
relacionam-se ao desencadeamento de uma cascata de eventos destrutivos 
sistêmicos, locais, celulares, que promovem isquemia, hipóxia, edema e diversos 
eventos bioquímicos prejudiciais à medula espinhal (OSAKO et al., 2008). 
O traumatismo na medula espinhal causa perdas motoras e sensitivas, 
alterações no funcionamento do sistema urinário, além de comprometimento 
intestinal, respiratório, circulatório, sexual e reprodutivo (LIANZA et al., 2001; PARK 
et al., 2012). As lesões medulares em nível torácico e lombar resultam em 
disfunções do trato urinário inferior, como a hiperatividade da bexiga urinária, 




Corticoides são amplamente utilizados em todos os tipos de lesões 
medulares, principalmente porque são eficazes na redução da inflamação e no alívio 
da dor. No entanto, existe uma má interpretação generalizada de que estes efeitos 
benéficos são igualmente aplicáveis para a lesão neural. Embora os corticoides 
possam reduzir a inflamação associada com, por exemplo, a extrusão discal, podem 
também prejudicar a sobrevivência de todos os neurônios lesionados por interferir no 
metabolismo da glicose. Isto pode ter pouca consequência em lesões medulares 
brandas, mas pode ser crítico em lesões graves. Nesses casos, o animal pode ter 
menor dor, mas pode ter menor chance de recuperação neurológica (SHARP e 
WHEELER, 2005). De acordo com Park et al. (2012), terapia específica para 
minimizar os danos secundários da lesão medular em Medicina Veterinária continua 
a ser controversa, especialmente no que diz respeito à utilização de succinato 
sódico de metilprednisolona (SSMP). 
Diversas pesquisas têm explorado o potencial da terapia celular, utilizando o 
transplante de vários tipos de células, como as células de Schwann (BIERNASKIE et 
al., 2007; SABERI et al., 2008), células-tronco neurais (SCHULTZ, 2005; 
TARASENKO et al., 2007; PARR et al., 2008), células-tronco mesenquimais 
(CHOPP et al., 2000; OSAKA et al., 2010), fibroblastos (TOBIAS et al., 2003; WONG 
et al., 2008) e células olfativas (PEARSE et al., 2007; GUEST et al., 2008). 
Estudos com terapia celular utilizando células-tronco têm sido realizados para 
o tratamento da lesão medular (OGAWA et al., 2009; SAHNI e KESSLER, 2010; 
TSUJI et al., 2011). 
A célula-tronco tem capacidade de autorrenovação ilimitada/prolongada, 
produz pelo menos um tipo de célula altamente diferenciada, ou seja, a que tem a 




(PEREIRA, 2008). O estudo das técnicas de transplante de células-tronco, o 
desenvolvimento e ampliação do seu uso, principalmente das células adultas, 
mostrou que elas possuem capacidade de diferenciação em diversos tecidos após o 
implante in vivo, demonstrando sua multipotencialidade (KRAUSE et al., 2001; 
WEBB et al., 2010). 
As células-tronco mesenquimais (CTM) são células-tronco adultas, e foram 
descritas como células precursoras dos fibroblastos da medula óssea 
(FRIEDENSTEIN et al., 1970). A caracterização destas células engloba um conjunto 
de características morfológicas, fenotípicas e funcionais (DOMINICI et al., 2006). 
Elas devem ser aderentes, apresentar morfologia alongada semelhantes aos 
fibroblastos e expressar os marcadores CD105, CD73 e CD90 com ausência de 
expressão de CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79α ou CD19 e HLA-DR. 
Funcionalmente devem ter o potencial de diferenciação em pelo menos três 
linhagens celulares: adipócitos, condrócitos e osteoblastos (DOMINICI et al., 2006). 
As principais funções das CTM são a manutenção e renovação de tecidos 
mesenquimais adultos (CAPLAN, 2009). Além da capacidade de diferenciação, 
estas células apresentam efeitos parácrinos via secreção de fatores de crescimento, 
citocinas, mediadores anti-fibróticos ou angiogênicos (DJOUAD et al., 2009). 
As CTM apresentam baixa imunogenicidade e podem ser utilizadas de forma 
alogênica sem problemas com a rejeição (MINGUELL et al., 2000; DAI et al., 2005; 
FRASER et al., 2006; JIANG et al., 2006; GHANNAM, et al., 2010). 
Estudos das CTM de forma xenogênica foram realizados em cães por 
Plotnikov et al. (2007), ratos nudes por Guest et al. (2008), ratos Wistar por Pal et al. 




autores não encontraram efeitos colaterais após aplicação e nenhuma evidência de 
tumorigenicidade. 
As CTM podem ter efeito anti-inflamatório no local da lesão, pois reprimem a 
vigilância imunológica e inibem a destruição mediada pelas células T e B no sítio 
danificado (KOLOSSOV et al., 2005). A imunossupressão mediada pelas CTM é 
devido à liberação de fatores solúveis e ao contato célula-célula, essencial para a 
sua função inibidora (SELMANI et al., 2008). 
As CTM têm potencial de diferenciação em diferentes linhagens como óssea, 
cartilaginosa, adiposa, muscular, hepática, endotelial, epitelial e neurogênica 
(FERRARI et al., 1998; MEZEY et al., 2000; DENIS e CAPLAN, 2004; BARREIRA, 
2005; KUMAR et al., 2005; KOERNER et al., 2006; MCINTOSH et al., 2006; 
MEIRELES et al., 2006; MIAO et al., 2006; BROOKE et al., 2007; HU et al., 2007; 
NIE et al., 2007; NIXON et al., 2008; DAI et al., 2009). Esta capacidade de 
diferenciação torna as CTM excelentes candidatas para utilização na terapia celular. 
Estudos mostram que as CTM podem ser obtidas de diferentes fontes (NOTH 
et al., 2002; SABATINI et al., 2005; SHI et al., 2005; CRIGLER L et al., 2007). A mais 
comum é a medula óssea, porém Zuk et al. (2002), Pittenger e Martin (2004) 
observaram células-tronco derivadas do tecido adiposo (CTDA). As vantagens das 
CTDA são: alta freqüência no tecido (0,5%), fácil obtenção (DE UGARTE et al., 
2003; MUSINA et al., 2005) e potencial de proliferação superior ao das células-
tronco derivadas da medula óssea (LEE et al., 2004; KIM et al., 2007). Assim, as 
CTDA também podem ser utilizadas na medicina regenerativa (PUISSANT et al., 
2005; BAI et al., 2007; HERRERO et al., 2012). 
As CTM são facilmente isoladas, cultivadas e multiplicadas in vitro, porém 




células-tronco adultas estudadas até o presente, são as que podem ser derivadas de 
várias localidades e ao mesmo tempo, têm a mais ampla capacidade de 
diferenciação e grande plasticidade (ZAGO e COVAS, 2004; NARDI e MEIRELES, 
2006; BROOKE et al., 2007; SHI et al., 2010; GEBLER et al., 2012), desta forma 
podem ser utilizadas na terapia celular. 
Existem evidências científicas favoráveis ao uso de células-tronco em 
doenças neurológicas (PAULA et al., 2005; PEREIRA, 2008). O uso de células-
tronco humanas em ratos com lesão medular revelou migração de células para o 
local lesionado (PAL et al., 2010) e redução da reação inflamatória (PARK et al., 
2010). 
As células transplantadas podem ser rastreadas após sua transdução com 
vetores específicos. A utilização da imagem de bioluminescência in vivo facilita a 
análise das células transplantadas e possibilita a avaliação da efetividade dos 
tratamentos (LUO et al., 2008; KIM et al., 2012; ROET et al., 2012). A avaliação da 
bioluminescência não invasiva foi utilizada em vários estudos na investigação da 
sobrevivência de células-tronco transplantadas em ratos com lesão raquimedular 
(OKADA et al., 2005; TAKAHASHI et al., 2011). 
O estudo da corticoterapia associada à terapia celular no trauma medular 
reveste-se de grande importância por se tratar de lesão ainda considerada como 
intratável e incurável. Devido ao ceticismo e controvérsias sobre o uso de corticoides 
e de células-tronco no trauma medular em diferentes espécies, inclusive no homem, 
o presente estudo objetivou avaliar os efeitos das células-tronco derivadas do tecido 
adiposo humano (CTDAh) em ratos Wistar com lesão medular compressiva e a 




parte motora, avaliar por métodos histológicos as bexigas urinárias e medulas 
espinhais e monitorar in vivo, por bioluminescência, as células transplantadas. 
 
 
3.3  MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.3.1 Animais 
Os experimentos foram realizados seguindo as normas e princípios éticos do 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal, tendo sido aprovado pelo Comitê de 
Ética no Uso de Animais – CEUA da Pontifícia Universidade Católica do Paraná 
(Protocolo nº 601 - Anexo A) e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa – 
CONEP (Parecer nº - 67978 – Anexo B). 
Foram utilizados 63 ratos Wistar fêmeas adultos jovens, com média de 20 
semanas de idade e peso variando de 250 a 270 g. 
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com dois ou três animais em 
cada gaiola, com água e ração ad libitum em biotério com controle de temperatura 
(22°C ± 2°C), umidade (45% ± 15%), ventilação (exaustores superiores e inferiores) 
e de ciclos luminosos de 12/12h (lâmpada fluorescente). 
Os animais foram identificados e aleatorizados em três grupos: Grupo A: 21 
ratos submetidos à trauma medular e a duas aplicações de placebo, uma aos sete 
outra aos 14 dias pós-trauma (grupo controle negativo); Grupo B: 21 animais 
submetidos à trauma medular e a dois transplantes de células-tronco derivadas do 
tecido adiposo humano (CTDAh) nos mesmos períodos pós-trauma. Grupo C: 21 




metlprednisolona (SSMP) após três horas por via intraperitonial (IP) e a dois 
transplantes de CTDAh nos mesmos períodos pós-trauma. 
 
3.3.2  Isolamento, cultivo e caracterização das CTDAh 
O tecido adiposo foi obtido de 5 doadores que foram submetidos à operação 
bariátrica e dermolipectomia. Cerca de 100 mL de tecido adiposo (TA) foram 
processados. Todas as amostras foram coletadas após o preenchimento do termo 
de consentimento, que foi enviado ao Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da 
Pontifícia Universidade Católica do Paraná protocolo nº 04257912.6.0000.0020 
(Anexo B). 
 As CTDAh foram isoladas utilizando o método de digestão enzimática, 
conforme Strutt et al. (1996). Brevemente, 100 mL de tecido adiposo foram lavados 
com solução salina fosfatada (PBS - GibcoTM Invitrogen, NY, USA) e a digestão foi 
feita com 1 mg/mL de colagenase tipo I (GibcoTM Invitrogen, NY, USA) durante 30 
minutos a 37°C sob constante agitação, seguido por filtração utilizando filtros de 100 
e 40 µm (BD FALCONTM, BD Biosciences Discovery Labware, Bedford, USA). A 
suspensão celular foi centrifugada a 800 g por 10 minutos e os eritrócitos 
contaminantes foram removidos após a lise com um tampão pH 7,3. 
As células foram lavadas e cultivadas numa densidade de 1x105 células/cm2 
em frascos de cultura de T75 (TPP, Trasadingen, Switzerland) em meio DMEM-F12 
(GibcoTM Invitrogen, NY, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) 
(GibcoTM Invitrogen, NY, USA), penicilina (100 unidades/mL) e estreptomicina 
(GibcoTM Invitrogen, NY, USA) (100 µg/mL). O meio foi trocado dois dias após o 
plaqueamento inicial. O meio de cultura foi substituído duas vezes por semana. Após 




as células foram dissociadas utilizando 0,25% de tripsina/EDTA (GibcoTM Invitrogen, 
NY, USA) e replaqueadas (passagem 1) para propagação. As células foram 
expandidas para obter-se o número necessário para os transplantes. 
A caracterização destas células quanto à morfologia, imunofenotipagem por 
citometria de fluxo e diferenciação celular em adipócitos, osteoblastos e condrócitos 
foi realizado conforme Rebelatto et al. (2008). As células transplantadas foram 
utilizadas entre terceira e quinta passagem. 
 
3.3.3  Viabilidade das CTDAh 
A viabilidade celular foi avaliada utilizando o corante vital Azul de Tripan 
(Sigma Aldrich, USA), que cora as células mortas em azul. Para esta avaliação foi 
adicionado 10 µL de Azul de Tripan e 50 µL de CTDAh (1,2 x 106). Em seguida foi 
feita homogeneização e colocado 10 µL na câmara de Neubauer. A contagem do 
número de células, foi realizada no quadrante central, contando-se 5 subquadrantes: 
o subquadrante central e os quatro subquadrantes das extremidades. As células 
mortas incorporam o Azul de Tripan ficando com a cor azulada. Cálculo para o 
número final de células/mL: n° de células x 5 x 10 x dil x 1000 células/mL. 
 
3.3.4  Transdução das CTDAh 
Para o monitoramento in vivo da bioluminescência após o transplante das 
CTDAh, células HEK 293 (Human Embryonic Kidney 293 cells) foram transfectadas 
com os vetores pMD2.G, pCMV_dr8.91 e pMSCV_Luc2_T2A utilizando 
Lipofectamina 2000 (Invitrogen 11668-027) e foram mantidas durante três dias em 
cultura. O sobrenadante contendo as partículas virais foi coletado, filtrado com filtro 




foram ressuspendidos em PBS/BSA 1%, distribuídos em alíquotas de 40µL e 
estocados a -80ºC. As CTDAh foram transduzidas com o sobrenadante contendo as 
partículas virais e 10µg/µl de Brometo de Hexadimetrina (Polibreno, Sigma H9268). 
O meio utilizado para a transdução das células foi trocado a cada 24 horas durante 
três dias. Após este período, foi adicionado às culturas a puromicina (Sigma – 
P9620), para seleção das células, em uma concentração final de 10 mM. A 
expressão da luciferase foi observada utilizando o sistema de imagem IVIS Lumina II 
(Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA). 
 
3.3.5  Imagem por bioluminescência - Imagem in vitro 
Para determinar a bioluminescência nas culturas in vitro, as células 
transduzidas foram plaqueadas em placas de 24 poços em uma concentração de 
30.000 células/poço com meio de cultura, na presença da D-Luciferina (150 µg/mL). 
A intensidade de luz das imagens foi obtida utilizando o sistema de imagem IVIS 
LUMINA II em um campo de captura de 12,7 x 12,7 cm. A bioluminescência foi 
medida na placa em uma série consecutiva de imagens de 30 segundos de 
exposição até a obtenção da maior intensidade de sinal (mensuração em counts). 
Para a análise foi determinada a região de interesse (ROI), correspondente à área 
total de um poço, e a quantificação da bioluminescência foi em fótons/segundo. 
 
3.3.6  Indução do trauma medular 
Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (70mg/Kg/IM), 
cloridrato de xilazina (10mg/kg/IM) e sulfato de atropina (0,05mg/kg/IP). A 
manutenção anestésica foi realizada com isoflurano em circuito anestésico com 




foram feitas duas aplicações de furosemida (4mg/kg), sendo uma pré-operatória e 
outra logo após a indução da lesão. 
Os animais foram mantidos em decúbito ventral, após a tricotomia e 
antissepsia foi realizada incisão de pele de 5,0 cm na linha média dorsal, tendo 
como referência os processos espinhosos da oitava vértebra torácica (T8) à primeira 
vértebra lombar (L1). O tecido subcutâneo foi incisado, seguido do afastamento 
subperiosteal da musculatura paravertebral, com uso de lâmina de bisturi n.º 11. 
A décima vértebra torácica (T10) foi identificada por contagem dos arcos 
costais, nela foi realizada laminectomia, e em seguida foi inserido e conduzido 
cranialmente o balão do cateter Fogarty n 3 no espaço epidural até o segmento 
medular T8. 
A compressão medular foi por preenchimento do balão com 80 µL de volume 
de solução salina durante 5 minutos (Figura 3.1). 
 
  
Figura 3.1- Indução do trauma medular. Laminectomia em rato Wistar e exposição da 
duramáter (A). Posicionamento do cateter Fogarty nº 3 (B). Cateter Fogarty preenchido com 
80 µL de volume de solução salina (C). 
 
A integridade do balão do cateter foi testada fora do animal, antes e 
imediatamente após a compressão medular. Em caso de ruptura do balão, o cateter 









A aproximação da musculatura foi realizada com fio poliglactina 910 4-0, em 
padrão de sutura ancorada de Ford, posteriormente foi realizada a dermorrafia com 
mononáilon 3-0, seguindo o mesmo padrão de sutura. 
 
3.3.7  Cuidados pós-lesão medular 
Ao término do procedimento cirúrgico e por mais três dias foi administrada 
enrofloxacina a cada 24 horas (10mg/Kg) por via intramuscular. Após a recuperação 
anestésica e por mais três dias foi realizada analgesia com sulfato de morfina a cada 
6 horas (5mg/Kg) por via subcutânea. Diariamente, durante 90 dias, em média a 
cada seis horas, foram realizados esvaziamentos manuais da bexiga urinária dos 
animais pertencentes aos Grupos A, B e C. 
 
3.3.8  Avaliação do padrão miccional 
Durante o esvaziamento das bexigas urinárias foi avaliada a presença de 
hematúria, incontinência por retenção com hiperfluxo ou incontinência por flacidez 
de esfíncteres vesicais.  
 
3.3.9  Avaliação motora dos membros pélvicos 
Os animais foram avaliados em campo aberto 24 horas após a lesão medular. 
A perda total de motricidade em membros pélvicos foi critério de inclusão. 
Diariamente, durante 90 dias, foram realizadas avaliações motoras. A escala 
adotada foi a de BBB (BASSO et al., 1995). Esta escala é dividida em pontuações 
de zero a 21, sendo zero igual à paraplegia e 21 igual a consistente coordenação na 




estabilidade consistente do tronco e cauda levemente elevada durante locomoção 
(Anexo C). 
As avaliações foram realizadas pelo mesmo avaliador, não cego, em campo 
aberto. Os somatórios das pontuações dos ratos de cada grupo foram comparados e 
avaliados estatisticamente. 
 
3.3.10  Transplante das CTDAh no espaço epidural 
Os transplantes foram realizados no sétimo e décimo quarto dias após a 
lesão medular. No transplante foram utilizadas 1,2x106 CTADh da terceira 
passagem, diluídas em 50 µl de meio de cultura. As células foram aplicadas no 
espaço epidural com agulha acoplada a seringa de Hamilton. A agulha foi inserida 




Figura 3.2- Transplante de CTDAh no espaço epidural de rato Wistar com lesão medular. 
 
A cada minuto 10 µl era aplicado e após a injeção dos 50 µl, a agulha foi 
mantida no espaço epidural durante 5 minutos para impedir qualquer refluxo. Os 




Nove animais (14,3%) foram transplantados com células transduzidas e 
receberam por via intraperitoneal 150 mg/kg de luciferina (substrato da luciferase).  
 
3.3.11  Imagem por bioluminescência - Imagem in vivo 
Após os transplantes, a localização e sobrevivência das CTDAh foram 
avaliadas por imagens de bioluminescência in vivo em animais dos grupos B (n= 5) e 
C (n=4), animais do Grupo A não foram avaliados porque não receberam células, 
apenas meio de cultura. 
A intensidade de luz foi detectada com o sistema de imagem in vivo (IVIS® 
LUMINA II; Xenogen, Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA) o qual consiste 
em uma câmera escura onde o animal é posicionado e recebe oxigênio e anestésico 
inalatório. A imagem é capturada por uma câmera de alta sensibilidade (CCD) 




Figura 3.3- Estrutura do IVIS® Lumina II System (A). Processamento de imagem baseado 








Figura 3.4- Rato Wistar com lesão medular mantido sob anestesia após transplante de 
CTDAh com células marcadas (A). Equipamento IVIS Lumina, utilizado para avaliação pós-
transplante das CTDAh in vivo por meio de bioluminescência. 
 
A D-luciferina (150 mg/kg) foi aplicada via intraperitoneal nos ratos 5 minutos 
antes da obtenção da imagem. Os ratos foram anestesiados com isofluorano 
durante a aquisição da imagem (Figura 3.5), e foram posicionados na câmera em 
decúbito ventral e utilizado um campo de captura de 12,7 x 12,7cm. Uma série de 
imagens foi adquirida até a obtenção da maior intensidade de sinal (mensuração em 
counts). O sinal foi quantificado como fótons/segundo usando o software 
LIVINGIMAGE (versão 4.5) (Xenogen). A quantificação da intensidade de 
bioluminescência das células foi avaliada em fótons/segundo, os fótons foram 
obtidos de uma região de interesse, a qual foi mantida constante em área e 
posicionamento em todos os experimentos. A intensidade do sinal das células 








Figura 3.5- Imagem representativa da injeção de luciferina por via intraperitonial em rato 
Wistar com lesão medular após transplante das CTDAh transduzidas.  
 
3.3.12  Eutanásia dos animais 
No 90º dia pós-lesão medular, todos os animais pertencentes aos Grupos A, 
B e C foram submetidos à eutanásia. Os animais foram anestesiados com cloridrato 
de cetamina (70 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) por via intramuscular e 
mantidos com isofluorano em circuito anestésico com oxigênio 100%, após incisão 
de pele e ressecção do esterno, foi feita a canulação do ápice do ventrículo 
esquerdo com agulha fina e pequena incisão na aurícula direita e foram infundidos, 
por bomba infusora, 150 mL de solução salina isotônica seguida de 350 mL de 
paraformaldeído a 4% refrigerado. 
 
3.3.13  Análise histológica da bexiga urinária e da medula espinhal 
Após os animais serem submetidos à eutanásia, foram realizadas necropsias 




materiais biológicos foram acondicionados individualmente em recipientes contendo 
formol a 10%. Depois de retirados do formol e lavados com água corrente por 15 
minutos, os espécimes foram cortados em dois níveis da bexiga urinária (colo e 
corpo vesicais) e no epicentro da lesão medular. 
Em seguida foram desidratados com álcool, diafanizados em xilol, submetidos 
à inclusão com formação dos blocos de parafina e seccionados com micrótomo a 
uma espessura média de 4 µm. 
Foram realizadas duas lâminas histológicas de cada bexiga urinária. A 
primeira foi corada com Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliação global dos cortes 
de tecido, enquanto a segunda pelo tricrômico de Masson (TM) para avaliação das 
fibras colágenas existentes. Para avaliação histológica da medula espinhal foi 
utilizada a coloração de HE. A análise dos cortes histológicos foi realizada sem o 
conhecimento prévio do patologista. 
Com o uso do software DP2-BSW OLYMPUS, as imagens das lâminas 
histológicas foram digitalizadas. O software IMAGE PRO-PLUS foi utilizado para 
aferir oito espessuras de paredes das bexigas (Figura 3.6), sendo quatro da região 







Figura 3.6– Imagem da espessura da região A (colo vesical) da parede vesical de rato 
submetido à trauma medular. Espessura aferida com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS. 
 
 
O mesmo software foi utilizado em cada imagem histológica de medula 







Figura 3.7- Imagem da área de medula espinhal de rato submetido à trauma medular. Área 
aferida com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS. 
 
 
Realizou-se a avaliação qualitativa das bexigas utilizando como critérios a 
inflamação e a hemorragia na coloração HE, e deposição de colágeno na coloração 
TM. Os parâmetros utilizados para inflamação e hemorragia foram presente e 
ausente. Para a deposição de colágeno classificou-se como ausente, quando não 
haviam fibras depositadas; leve quando a deposição de fibras colágenas era em 
pequena quantidade, caracterizada por fibras depositadas em meio aos fibroblastos 
proliferados; moderada quando a deposição formava feixes de fibras espessas, 
intercaladas com áreas de tecido conjuntivo frouxo e fibroblastos proliferados; e 
intensa, quando havia grande deposição de fibras colágenas, constituindo feixes de 
fibras espessas, compactamente arranjadas em meio a fibroblastos proliferados e 




3.3.14  Análises estatísticas 
Para a análise estatística dos dados de motricidade e colagenização entre os 
grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, com posterior teste de Dunn’s. Para a 
análise estatística dos dados de bioluminescência entre e dentro dos grupos foi 
utilizado o teste t. Os dados foram demonstrados em medianas. Na análise dos 
dados de avaliação da motricidade e incontinência foi utilizado o teste do Qui-
quadrado. Para análise dos dados de espessura da bexiga foi utilizado ANOVA 
(one-way) seguido de teste de Bonferroni. O nível de significância adotado foi 5% 
(=0,05). Todos os cálculos foram realizados utilizando o Software estatístico 
GraphPad Prism version 5.00 for Windows, San Diego – Califórnia, EUA. 
 
3.4  RESULTADOS 
 
3.4.1  Viabilidade das CTDAh 
A viabilidade média das células utilizadas no primeiro transplante (sete dias 
após a lesão medular) foi de 97,5% enquanto para o segundo transplante (quatorze 
dias após a lesão medular) foi de 98,7%. 
 
3.4.2  Mortalidade durante e após lesão medular 
Neste estudo evidenciou-se uma taxa de mortalidade de aproximadamente 
38,2%, sendo as principais causas o edema pulmonar neurogênico, de 35,3% 







Figura 3.8- Imagem representativa de rato Wistar com epistaxe e hemoptise pós-lesão 
medular (A). Aspecto macroscópico do edema pulmonar neurogênico pós-lesão medular (B). 
 
3.4.3  Avaliação do padrão miccional 
Após a indução do trauma medular, 100% (n=63) dos animais manifestaram 
retenção urinária, sendo observada hematúria macroscópica em 87,3% (n=55). 
Durante quatro dias, em média, em 4,7% (n=3) ocorreu retenção urinária não 
responsiva à massagem vesical e após tentativa de esvaziamento vesical por 
cistocentese, os animais evoluíram para óbito.  
O débito urinário não foi mensurado, porém notou-se que parte dos animais 
recuperou a continência urinária, uma vez que a bexiga encontrava-se vazia no 
momento dos esvaziamentos vesicais manuais. A recuperação não foi observada 
nos animais do Grupo A (controle), mas foi verificada em 66,66% (n=14) dos animais 
do grupo B, e em 61,9% (n=13) dos animais do Grupo C (Figura 3.9). 
A recuperação da continência urinária nos grupos B e C ocorreram nove dias, 
em média, após o segundo transplante. Houve diferença significativa entre os 





resposta do que no grupo A (p<0,01). Não houve diferença significativa entre os 
Grupos B e C (p>0,05). 
 
3.4.4  Avaliação motora dos membros pélvicos 
Antes da indução do trauma medular 100% (n=63) dos animais apresentavam 
deambulação normal, que corresponde à pontuação 21 (máxima) da escala BBB. 
Após a indução do trauma medular, todos os animais apresentaram 
paraplegia, que corresponde à pontuação zero (mínima) da escala BBB. Os animais 
do Grupo A mantiveram o quadro de paraplegia durante os 90 dias do estudo, porém 
cinco animais (23,8%) do Grupo B e quatro (19,0%) do Grupo C apresentaram 
melhora parcial da motricidade (Figura 3.9). Para estes animais a melhora foi 




Figura 3.9- Avaliação motora e da continência urinária em ratos submetidos à trauma 
medular, após duas aplicações de meio de cultura (Grupo A), ou duas aplicações de células-
tronco (Grupo B), ou uma aplicação de corticoide associada a duas aplicações de células-












O início da recuperação parcial da motricidade nos animais do Grupo B 
ocorreu, em média, 11 dias após o segundo transplante. O melhor escore (mediana 
de 5,5) deste grupo ocorreu, em média, após 21 dias do segundo transplante. No 
grupo C o início da recuperação parcial da motricidade ocorreu, em média, nove dias 
após o segundo transplante. O melhor escore (mediana de 5,0) ocorreu, em média, 
após 17 dias do segundo transplante (Tabela 3.1). Não houve diferença significativa 
(p>0,05) entre os grupos que recebram células-tronco (B e C) em relação à 
motricidade, porém houve diferença na motricidade quando se compararam os grupos 
B e C com A (p<0,01). 
 
Tabela 3.1 – Avaliação motora utilizando a escala BBB (BASSO et al., 1995) ao longo de 90 
dias de análise de ratos submetidos à trauma medular, após duas aplicações de meio de 
cultura (Grupo A), ou duas aplicações de células-tronco (Grupo B), ou uma aplicação de 



























n = 21 / 
100% 
21 0 0 Não ocorreu - 
Grupo B* 
(n=5 / 23,8%) 
21 0 5,5 11 21 
Grupo C* 
(n=4 / 19,0%) 
21 0 5,0 9 17 
*p<0,01 em relação ao grupo A. 
Grupo A = grupo controle; Grupo B = grupo células-tronco; Grupo C = grupo células-tronco 
associadas à corticoterapia. 
 
 
3.4.5  Avaliação pós-transplante das CTDAh por biolumenescência 
A avaliação da intensidade de bioluminescência é uma ferramenta para 
confirmar o sucesso do transplante, tornando possível avaliar, de forma não 
invasiva, a sobrevivência e distribuição das CTDAh transplantadas in vivo. Estas 
células foram transduzidas e a avaliação in vitro demonstrou que o protocolo 






Figura 3.10- Sinal de bioluminescência das CTDAh transduzidas. Imagem in vitro, placa 
contendo células-transduzidas na presença de luciferase (2B) e poço controle, células 
transduzidas na ausência de luciferase (5B). 
 
 
Cinco minutos após os transplantes, a localização e sobrevivência das 
CTDAh foram avaliadas por imagens de bioluminescência in vivo em animais dos 
grupos B (n= 5) e C (n=4), animais do Grupo A não foram avaliados porque não 
receberam células, apenas meio de cultura. As análises das imagens por 
bioluminescência revelaram a distribuição celular e a intensidade do sinal (Tabela 
3.2). 
 
Tabela 3.2 - Avaliação por bioluminescência do fluxo total (fótons/segundo) de ratos 
submetidos à trauma medular e duas aplicações de células-tronco (Grupo B), ou uma 
aplicação de corticoide associada a duas aplicações de células-tronco (Grupo C). 
 
Grupo Experimental Média do fluxo total no 
primeiro transplante (7°d pós-
lesão) 
Média do fluxo total no 
segundo transplante (14°d 
pós-lesão) 
Grupo B* (n=5 / 23,8%) 6,06 x 107± 4,06x107 2,46 x 107± 3,64x107 
Grupo C** (n=4 / 19,0%) 4,17 x 107± 4,52x107 1,10 x 108± 8,04x108 











Em ambos os grupos (B e C), na maioria dos animais, as células 
transplantadas estavam distribuídas ao longo do espaço epidural e migraram para o 
sítio da lesão. Na avaliação, foi observado um sinal intenso de bioluminescência no 
local da infusão de células, indicando a presença das células no local do transplante 






Figura 3.11- Imagens de bioluminescência. Sinal de bioluminescência das CTDAh 
transduzidas transplantadas no espaço epidural de ratos adultos, sete e quatorze dias após 
a lesão medular. Animais representativos dos grupos B e C. Presença das células no local 
do transplante após a primeira infusão de células (7° dia após lesão medular) (A). Gráficos 
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Em dois animais do Grupo B e em um animal do Grupo C foi observada a 
presença de CTDAh nos pulmões (fig. 3.12). 
 
  
Figura 3.12- Imagem de bioluminescência nos pulmões. Sinal de bioluminescência das 
CTDAh transduzidas transplantadas no espaço epidural e presentes nos pulmões de rato 
adulto, sete dias após a lesão medular. Animal representativo do grupo B. Presença das 
células nos pulmões após a primeira infusão de células (7° dia após lesão medular). 
 
Em um dos animais do grupo C, após a análise do sinal de bioluminescência 
in vivo, no 16°dia após a lesão medular, o animal foi a óbito e a medula espinhal foi 
extraída. Nova análise foi realizada demonstrando a presença das CTDAh no local 








Figura 3.13- Análise do sinal de bioluminescência da medula espinhal de um animal do 
grupo C, que foi a óbito no 16° dia após lesão medular. Nota-se intensa adesão das células 
em áreas com lesão medular. 
 
Logo após o primeiro transplante (7° dia pós-lesão) não ocorreu diferença 
significativa (p>0,05) na emissão de fluxo total (fótons/segundo) entre os Grupos B e 
C (Figura 3.14). 
 
Figura 3.14-  Resultados referentes à emissão do fluxo total (fótons/segundo) dos Grupos B 



















Na mensuração da emissão de fluxo total (fótons/segundo) após o segundo 
transplante (14° dia pós-lesão) não ocorreu diferença significativa (p>0,05) entre os 
Grupos B e C (Figura 3.15). O Grupo C emitiu maior intensidade de sinal, 
representada pelo maior número de fótons/segundo. 
 
Figura 3.15- Resultados referentes à emissão do fluxo total (fótons/segundo) dos Grupos B 
e C após o segundo transplante de células transduzidas.  
 
Na comparação entre o primeiro e o segundo transplante dos animais do 
Grupo B (Figura 3.16) e do Grupo C (Figura 3.17), percebeu-se que não ocorreu 
diferença significativa entre os transplantes, a intensidade de sinal, representada por 
fótons/segundo foi estatisticamente similar. 
 
Figura 3. 16- Resultados referentes à emissão do fluxo total (fótons/segundo) após o 1° e 2° 


































Figura 3.17- Resultados referentes à emissão do fluxo total (fótons/segundo) após o 1° e 2° 
transplantes nos animais que receberam células transduzidas do Grupo C. 
 
3.4.6  Avaliação histológica da bexiga urinária 
3.4.6.1  Imagem histopatológica da bexiga urinária 
Os espécimes das bexigas urinárias estavam histologicamente similares nos 
Grupos A (Figura 3.18), B (Figura 3.19) e C (Figura 3.20). A submucosa foi 
distinguida da mucosa pela lâmina muscular da mucosa. O músculo liso que 
compreende a túnica muscular (músculo detrusor) era mais oblíquo, entrelaçado e 
escasso em camadas circulares específicas. Neoformações vasculares e áreas de 























Figura 3.18- Aspecto histológico de corte transversal de bexiga urinária de rato submetido à 
lesão medular, pertencente ao Grupo A (Controle). Notam-se aspectos de normalidade. 
Coloração de HE. 
 
 
         
 
Figura 3.19- Aspecto histológico de corte transversal de bexiga urinária de rato submetido à 
lesão medular, pertencente ao Grupo B (Grupo células-tronco). Notam-se aspectos de 
normalidade. Coloração de HE. 
 







Figura 3.20- Aspecto histológico de corte transversal de bexiga urinária de rato submetido à 
lesão medular, pertencente ao Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Notam-se 
aspectos de normalidade. Coloração de HE. 
 
3.4.6.2  Grau de colagenização da parede vesical 
Foram analizadas oito áreas da bexiga urinária, sendo quatro do colo vesical 
(região A) e quatro do corpo da bexiga urinária (região B).  
Todos os animais apresentaram deposição de colágeno. Em todos os grupos 
ocorreu predomínio do grau leve de colagenização: deposição de fibras colágenas 
em pequena quantidade, caracterizadas por fibras depositadas em meio aos 
fibroblastos proliferados. 
Na região A não ocorreu diferença significativa (p>0,05) entre os grupos A e 
B, mas ocorreu diferença significativa (p<0,001) quando o Grupo C foi comparado 
aos Grupos A e B. (Figura 3. 21). 






Figura 3.21- Resultados referentes aos graus de colagenização da região A da bexiga 
urinária de ratos submetidos à trauma medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B 
(Grupo células-tronco) e Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Teste de Kruskal-
Wallis, com posterior teste de Dunn’s. Os dados foram demonstrados em medianas. 
 
Na região B não ocorreu diferença significativa entre os grupos A e B 
(p>0,05), e B e C (p>0,05), mas ocorreu, diferença significativa (p<0,05) entre os 
Grupos A e C (Figura 3.22). 
 
Figura 3.22- Resultados referentes aos graus de colagenização da região B da bexiga 
urinária de ratos submetidos à trauma medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B 
(Grupo células-tronco) e Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Teste de Kruskal-










































































3.4.6.3  Aferição da espessura da parede vesical 
Com o uso do Software DP2-BSW OLYMPUS, as imagens das lâminas 
histológicas foram digitalizadas, e com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS oito 
espessuras de parede vesical foram mensuradas, sendo quatro da região do colo 
vesical (região A) e quatro da região do corpo (região B). 
Foi realizada a soma das oito espessuras, e estatisiticamente não ocorreu 
diferença significativa (p>0,05) entres as espessuras vesicais dos animais dos 
Grupos A, B e C (Figura 3.23). 
 
Figura 3.23– Resultados referentes às espessuras das Regiões A e B das bexigas urinárias 
de ratos submetidos à trauma medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B (Grupo 
células-tronco) e Grupo C (Grupo corticoterapia e células-tronco). Para análise dos dados de 
espessura da bexiga foi utilizado ANOVA (one-way) seguido de teste de Bonferroni. 
(=0,05). 
 
3.4.7  Avaliação histológica da medula espinhal 
 
3.4. 7.1  Imagem histopatológica da medula espinhal 
Nos cortes histológicos do epicentro das lesões medulares dos Grupos A, B e 
C verificou-se corpos neuronais distribuídos de modo irregular, áreas de necrose, 
vacuolização, diminuição de neurônios motores e ruptura do parênquima medular 











facilidade a substância branca, organizada em feixes de fibras nervosas 
ascendentes e descendentes, e apenas algumas dessas fibras ingressando na 
substância cinzenta. Contudo, foi possível observar a substância cinzenta como um 
H disforme. Os cornos medulares foram identificados apesar de também estarem 
disformes. 
 
     
 
Figura 3.24- Corte histológico de medula espinhal de rato submetido à trauma medular. No 
epicentro da compressão medular nota-se necrose e vacuolização (seta), corpos neuronais 




As análises histológicas do epicentro da lesão das medulas espinhais 
revelaram maior percentual de tecido lesado e menor concentração de neurópilos 
nos animais do Grupo A (Figura 3.25), se comparados aos dos Grupos B (Figura 
3.26) e C (Figura 3.27). 






Figura 3.25- Aspecto histológico de corte transversal do epicentro da lesão medular de 
animal pertencente ao Grupo A. Notam-se corpos neuronais distribuídos de forma irregular 
(setas amarelas) e significativos espaçamentos na substância branca compatíveis com 








Figura 3.26- Aspecto histológico de corte transversal do epicentro da lesão medular de 
animal pertencente ao Grupo B. Notam-se corpos neuronais distribuídos de forma irregular 
(setas amarelas) e espaçamentos na substância branca compatíveis com necrose (estrelas) 







Figura 3.27- Aspecto histológico de corte transversal do epicentro da lesão medular de 
animal pertencente ao Grupo C. Notam-se corpos neuronais distribuídos de forma irregular 
(seta amarela) e espaçamentos na substância branca compatíveis com necrose (estrelas) e 
pouca concentração de neurópilos (setas brancas). Coloração HE. 400x. 
 
 
3.4.7.2 Aferição da área medular 
Com o uso do Software DP2-BSW OLYMPUS, as imagens das lâminas 
histológicas foram digitalizadas, e as áreas das medulas espinhais foram aferidas 
com o uso do Software IMAGE PRO-PLUS. 
Os cálculos das áreas medulares de animais dos Grupos A, B e C revelaram 







Figura 3.28- Resultados referentes às áreas medulares de ratos submetidos à trauma 
medular dos Grupos A (grupo controle); Grupo B (Grupo células-tronco) e Grupo C (Grupo 
corticoterapia e células-tronco). Para análise dos dados das áreas medulares foi utilizado 




3.5  DISCUSSÃO 
 
No presente estudo, foi realizado o isolamento e cultivo das CTDAs humanas 
para aplicação em modelo de lesão espinhal compressiva. As CTDAh foram isoladas 
utilizando o método de digestão enzimática, conforme Strutt et al. (1996). As 
viabilidades celulares obtidas no primeiro e segundo transplantes estão de acordo 
com os estudos de Rebelatto et al. (2008). 
Os preceitos de padronização da genética, estado sanitário e do ambiente da 
espécie analisada, a observação de condições adequadas no transporte, 
aclimatação, enriquecimento do ambiente, treinamento de técnicos em 
experimentação animal, gestão de informação, biossegurança, dieta, anestesia, 
cuidados pós-operatórios, analgesia e eutanásia foram seguidos neste estudo. Estas 
etapas fundamentais visaram à obtenção de resultados com alto grau de acuidade, 














baseados em Damy et al. (2010), que com o objetivo de contribuir à pesquisa em 
cirurgia experimental, apresentaram uma análise dos principais parâmetros exigidos 
a serem observados pelos comitês nacionais e internacionais de ética e bem-estar 
animal, cujo cumprimento é pré-requisito para publicação em periódicos de 
circulação internacional. 
O modelo experimental de lesão medular aplicado foi similar ao usado por 
Leal Filho et al. (2005) e Carvalho (2011), e mostrou-se simples, econômico, eficaz e 
reprodutível. Foi critério de inclusão a paraplegia em todos os animais, e conforme 
ocorrido nos estudos de Silva (2012), se o preenchimento do balão do cateter 
Fogarty for de 80 μL de volume de solução salina durante 5 minutos, ocorrerá 
paraplegia sem melhora espontânea e progressiva. 
A compressão de 80 μL durante 5 minutos causou em todos os animais 
edema pulmonar neurogênico, sendo causa de óbito em 35,3%. Esta intercorrência 
ocorre devido à grande ativação simpática que causa aumento de pressão arterial, 
ativação barorreflexa e redistribuição de sangue dos vasos esplâncnicos para o leito 
vascular pulmonar (ŠEDÝ et al. 2009).  
A mortalidade verificada neste estudo foi considerada de índice médio, porém 
sem inviabilizar o modelo de lesão medular, pois resultou em paraplegia em todos os 
animais sem melhora espontânea e progressiva. 
Outra causa de óbito foi consequente à retenção urinária (2,9%), casuística 
similar à encontrada por Silva (2012) que teve 42,5% de óbito, sendo 30% por 
edema pulmonar neurogênico e 12,5% por retenção urinária. O modelo de lesão 
medular foi idêntico, ambos usaram cateter Fogarty n° 3, compressão com 80 µL 
durante 5 minutos, com lesões produzidas em região toracolombar. Nesta região há 




modulação sináptica da região, e que normalmente possuem efeitos inibitórios. Se 
lesados e de acordo com a gravidade da lesão, clinicamente percebe-se 
espasticidade de membros e de esfíncteres, inclusive os vesicais, razão pela qual 
pode ocorre incontinência urinária por retenção com hiperfluxo (SHARP e 
WHEELER, 2005). 
Além da retenção urinária, foi observada a presença de hematúria por um 
período de, em média, quatro dias. Esta atribui-se a ruptura de vasos vesicais, 
distensão da parede vesical, somada ao aumento da pressão intravesical gerada 
pela compressão manual necessária ao esvaziamento. As alterações histológicas na 
fase aguda da lesão medular evidenciam importante comprometimento vesical, 
sendo essa uma alteração sistêmica de relevância em lesados medulares (MEYER 
et al. 2003). 
Antibioticoterapia e compressões vesicais diárias foram suficientes para evitar 
cisitites bacterianas e alterações histológicas, resultados que corroboram aos 
encontrados por Kaminski (2011), Rodrigues et al. (2011) e Silva (2012).  
A cateterização é tecnicamente difícil em ratos, especialmente em fêmeas. 
Foi optado por este sexo porque são menos agressivas e mais fáceis de manusear 
durante as compressões vesicais manuais, considerações que confirman as análises 
de Mert et al. (2011). 
Os corticoides como o succinato sódico de metilprednisolona, são 
amplamente utilizados no tratamento da lesão medular, apesar dos mecanismos de 
ação não serem bem entendidos, nem totalmente aceitos. Esta classe 
medicamentosa é considerada tratamento padrão para a lesão medular aguda em 
humanos e pacientes veterinários (RABCHEVSKY et al., 2002; ARIAS et al., 2007; 




usadas neste estudo foram as mesmas usadas por Tebet et al. (2003) e Carvalho et 
al. (2011). Tebet et al. (2003) perceberam melhora da função locomotora em 
comparação com o grupo controle, diferente dos resultados relatados por Carvalho 
(2011). Vialle et al. (2007) fizeram uso de corticoide em rato Wistar com lesão 
medular e perceberam que a corticoterapia não contribui na preservação de tecido 
neuronal.  
Para Fitzmaurice (2011) e Kaminski (2011), os tratamentos farmacológicos 
existentes para a lesão medular são paliativos, não sendo capazes de reverter o 
dano neurológico, pois não possuem efeito neuroregenerativo. Estudos comprovam 
a capacidade das CTM em estimular a remielinização e a angiogênese (POLL et al., 
2008; MEIRELLES et al., 2009; UCCELLI et al., 2011; QUERTAINMONT et al., 
2012). Outros ainda comprovam que as CTM são capazes de se diferenciarem em 
células neuronais não somente in vitro, mas também in vivo após o transplante 
(GRECO et al., 2008; XU et al., 2010), o que a torna o transplante de CTM uma 
opção viável para a substituição de neurônios lesados. 
Contudo, ainda é vista como uma terapia ainda não consolidada (KAMINSKI, 
2011). Neste estudo, apesar do uso de células heterólogas, observou-se discreta 
melhora da funcionalidade locomotora, resultados também observados por Azari et 
al. (2010), Pal et al. (2010) e Rodrigues (2011); e por Carvalho (2011) e Kaminski 
(2011) com células autólogas. 
O presente estudo demonstrou que houve melhora clínica nos ratos que 
receberam transplante de células no sétimo e décimo quarto dias após a lesão 
medular, indicando que a resposta inflamatória aguda pós-lesão não afetou as 
células transplantadas (HOFSTETTER et al, 2002; PAL et al., 2010). E que 




ocorreu nos animais que receberam transplante de células atenuação significativa 
da resposta inflamatória; diminuição da imunorreatividade dos astrócitos e maior 
ativação de células-tronco endógenas. 
Kurozumi et al., (2004), Lu et al., (2005) e Quertainmont et al., (2012), 
provaram que CTM são capazes de secretar fatores de crescimento e citocinas, 
como o fator de crescimento neural (NGF), fator neurotrófico derivado do cérebro 
(BDNF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), além do aumento da 
expressão de citocinas anti-inflamatórias como IFN-y e IL-10. Estas citocinas e 
fatores tróficos podem ter um efeito benéfico após a lesão espinhal sobre a 
reparação e reorganização das conexões neuronais; na indução de regeneração; no 
estímulo a neurogênese; no crescimento axonal; na redução da resposta 
inflamatória e na proteção do tecido. 
A redução significativa da reatividade dos astrócitos nos animais tratados com 
CTM, observado por Araújo (2013) sugere que as CTM podem ter reduzido a 
resposta dos astrócitos; e por conseqüência, podem agir reduzindo os efeitos 
inibitórios do tecido cicatricial proporcionando um ambiente mais permissivo para a 
extensão axonal.  
Segundo Ronaghi et al. (2010), o recrutamento de células-tronco neurais 
endógenas pode ser uma alternativa para o tratamento da lesão medular, por ser 
uma estratégia não invasiva e que evita a necessidade de imunossupressão. Araújo 
(2013) mostrou através de seus estudos que os grupos tratados com as CTM 
apresentaram quantidade maior de células-tronco neurais no local da lesão do que 
nos grupos controles. Assim, o transplante de CTM pode ter influenciado o ambiente 
de lesão para fornecer fatores de crescimento e sinalização para a proliferação de 




et al. (2010). Wu et al. (2003) mostraram a recuperação funcional após o transplante 
de CTM no momento da lesão e atribuiu isso a diferenciação aumentada de células-
tronco neurais endógenas. 
Neste estudo a recuperação motora foi precoce e significativamente melhor 
em grupos tratados com CTMh, resultados que corroboram os estudos de Cho et al. 
(2009), que indicam que a ação parácrina é a principal contribuição desta 
modalidade terapêutica.  
As análises morfométricas do presente estudo não indicaram diferenças 
significativas sobre a área de lesão nos animais tratados com CTM. Resultados 
semelhantes foram descritos por Yoshihara et al. (2006), Abrams et al. (2009) e 
Araújo (2013) que também não observaram redução significativa do tamanho da 
lesão decorrentes do trauma medular em ratos tratados com CTM. Em contrapartida, 
outros estudos relataram redução significativa da área de lesão e maior preservação 
da substância branca em animais tratados, indicando efeito neuroprotetor dessas 
células (ANKENY et al., 2004; BAKSHI et al., 2006; URDZIKOVA et al., 2006).  
Foi demonstrado que é possível utilizar a bioluminescência para monitorar as 
células transplantadas de uma forma não invasiva na medula espinhal do rato 
lesionado. No presente estudo verificou-se migração e adesão das células 
transplantadas para o local lesionado, porque nas análises de bioluminescência in 
vivo e na medula espinhal analisada após 48h do transplante observou-se grande 
intensidade de fluorescência. A migração de células para o local da lesão também 
foi relatada por Pal et al. (2010). Os resultados de bioluminescência foram similares 
aos relatados por Okada et al. (2005) e Roet et al. (2012). 
Após o segundo transplante de CTDAh transduzidas (14° dia após a lesão 




comparativamente ao 7° dia. Alguns fatores poderiam contribuir para expressão 
deste perfil de bioluminescência: a disponibilidade da luciferina para as células 
transplantadas e a sobrevivência das células após o transplante. Após a lesão em 
medula espinhal, os vasos sanguíneos são danificados no sítio da lesão. Os vasos 
sanguíneos ao redor do sítio da lesão são recuperados por angiogênese nas 
primeiras duas semanas. 
Roet et al. (2012) sugeriam que a angiogênese facilita a captura da luciferina 
pelas células transplantadas. O 14° dia corresponde com a recuperação do fluxo 
sanguíneo na lesão e ao redor dela, aumentando a captura da luciferina pelas 
células transplantadas e consequentemente um sinal mais intenso. A importância da 
disponibilidade da luciferina também é demonstrada pela diferença entre o rápido e 
alto sinal de bioluminescência observado após a segunda injeção comparada com 
um sinal relativamente mais fraco da primeira injeção. No primeiro transplante (7° 
dia), possivelmente uma maior quantidade de citocinas inflamatórias estavam no 
local próximo à lesão e as CTDAh (Grupos B e C) permaneceram neste sítio 
inflamatório. Por não haver uma imunossupressão prévia ao transplante, as CTDAh 
atuaram mais eficientemente no local da lesão, suprimindo a resposta imune local. 
No segundo transplante (14° dia), possivelmente o ambiente inflamatório estava 
mais controlado, não havendo a necessidade de uma atuação mais intensa pelas 
CTDAh, como no primeiro transplante.  
A diferença observada, embora não estatiscamente significativa, quando 
comparada as médias do sinal de bioluminescência, entre os grupos B e C no 14° 
dia pode ser explicada devido ao ambiente inflamatório e ao potencial de 
imunomodulação das CTDAh. Está bem descrito na literatura que a 




preliminar das células do sistema imune com a secreção de citocinas pró-
inflamatórias como IFN-γ, associadas ou não a TNF-α, IL-1α ou IL-1β (KRAMPERA, 
et al., 2006; REN et al., 2008). O corticoide nos animais do grupo C diminuiu a 
quantidade de células inflamatórias presentes na lesão. No momento do transplante, 
provavelmente a quantidade de citocinas inflamatórias, como IFN-γ e TNF-α, 
estavam em baixos níveis e as CTDAh transplantadas não se tornaram ativadas ou 
não permaneceram no local da lesão no primeiro transplante, já no segundo 
transplante não havia mais ação do corticoide. 
No animal onde foi possível o monitoramento do sinal de bioluminescência no 
7°, 14° e 30° dias após a lesão medular, observou-se uma grande redução na 
intensidade do sinal no 30° dia. Outros autores também relatam declínio no sinal 
luminescente após os primeiros dias pós-transplante e que uma pequena quantidade 
se integrou na medula espinhal (PEARSE et al., 2007; ROET et al., 2012). 
Neste estudo os efeitos da terapia celular na recuperação da micção foram 
significativos, comprovando os resultados de Azari et al. (2010) e Silva (2012), no 
entanto Park et al., (2010) não obtiveram os mesmos resultados favoráveis. 
O uso de células-tronco associado a massagens vesicais influenciaram a 
preservação das estruturas histológicas da bexiga urinária, pois em nenhum grupo 
foram percebidas alterações vesicais, resultados que corroboram os encontrados 
por Silva (2012). Garros et al. (2006) e Maia et al. (2006) concluiram em seus 
estudos que a alta colagenização sugere benefício no processo cicatricial. No 
presente estudo o nível de colagenização foi próximo entre os grupos, porém houve 
diferença do grupo controle para grupo célula-tronco associada à corticoterapia, o 




O volume de células usado no transplante foi similar ao usado por All et al. 
(2012) de 1,2x106 céls/aplicação. Pal et al. (2010) analisaram os efeitos de 
5x103céls/aplicação e 1,25x106 céls/aplicação e concluiram que a maior dose 
proporcionou melhores resultados, porém, segundo estes mesmos autores, a 
recuperação poderá não ser um fenônemo dose dependente, talvez o fator de maior 
importância seja o maior número de células que sobrevivam no local após o 
transplante. 
A via de aplicação das células foi a mesma de Takahashi et al. (2011) e All et 
al. (2012), a aplicação de células de forma descontinuada e a manutenção da agulha 
no espaço epidural após a injeção para evitar refluxo possivelmente contribuiu para 
os resultados de melhora de função, conforme verificado por Pal et al. (2010) e All et 
al. (2012). 
A aplicação de células após sete dias seguiu modelo de Cho et al. (2009), Gu 
et al. (2010) e Oh et al. (2011). A aplicação das células após este perído, seria para 
evitar uma reação inflamatória muito intensa logo após a lesão, o que poderia levar a 
perda de grande parte das CTDAh transplantadas, entretanto, Rodrigues (2011) 
observou em seus estudos que o transplante de células foi mais eficaz para a 
recuperação funcional de ratas Wistar com lesão medular quando realizado pela via 
de administração local 1h após a lesão, quando comparado com a administração na 











O uso de células-tronco derivadas do tecido adiposo associadas ou não à 
aplicação de succinato sódico de metilprednisolona contribui positivamente para a 
melhora clínica em ratos Wistar após lesão medular compressiva. 
O estudo com bioluminescência in vivo possibilita o monitoramento da 
migração celular. 
O transplante de células-tronco é efetivo na recuperação da continência 
urinária. 
A associação das células-tronco mesenquimais ao corticoide não 
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